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The invention concerns a new urate oxidase activity protein which has the sequence (I), possibly preceeded by a methio- 
nine, or in that it may present a degree of substantial homology with this sequence. The invention is also aimed at medicines con- 
taining this protein, as well as the genetic engineering implements to obtain it. 



(57) Abrege L'invention concerne une nouvelle proteine a activite urate oxydase qui a la sequence (I), precedee eventuelle- 

ment d'une methionine, ou en ce qu'elle presente un degre d'homologie substantiel avec cette sequence. L'invention a egalement 
pour objet les medicaments contenant cette proteine ainsi que les outils de genie genetique pour l'obtenir. 
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Proteine a activite urate oxydase, gene recombinant codant pour 
celle-ci, vecteur d'expression, mi c ro-organi sines et cellules trans- 
f ormees ■ 

L' invention concerne une nouvelle proteine a activite 
05 urate oxydase, un medicament contenant celle-ci et les outils de 
genie genetique pour produire cette proteine et notamment un gene 
recombinant, un vecteur d'expression portant ce gene, les micro- 
organismes procaryotes et les cellules eucaryotes transformees par 
ce vecteur d'expression. 
10 L'urate oxydase (EC 1-7-3.3.), egalement denommee uri- 

case, est une enzyme de la voie de degradation des purines. Cette 
enzyme n'existe pas chez les primates (comme I'Homme), les oiseaux, 
quelques reptiles ni chez la plupart des insectes. Certains chiens 
(comme le dalmatien) en sont egalement depourvus. 
15 Chez I'homme, les bases puriques, adenine et guanine, 

sont converties en xanthine. La xanthine est oxydee par la xanthine 
oxydase pour former I'acide urique selon la reaction : 

xanthine + H 2 0 + 0 2 > acide urique + C» 2 . 

20 

Le radical 0 2 ~, substrat de la superoxyde dismutase, est 
transforme par cette derniere en peroxyde d'hydrogene- 

L'acide urique, metabolite present dans le sang, se 
trouve normalement essentiellement sous forme de sel monosodique 

25 soluble. Toutefois, il peut arriver que, chez certaines personnes, 
I'acide urique precipite et forme des calculs. L' hyperuricemie, 
augmentation de la quantite d'acide urique en circulation dans le 
sang, cause le depot d'acide urique dans les tissus carti lagineux, 
ce qui entraine la goutte. L'hyperuricemie peut egalement avoir des 

30 consequences sur les reins : un exces d'acide urique dans I'urine 
et dans les reins peut conduire a une nephrolithiase a acide 
urique, c'est-a-dire a 1 1 accumulation de calculs renaux qui sont 
tres douloureux et peuvent endommager le rein. Ces calculs sont 
composes d'acide urique eventuellement associe avec des sels phos- 

35 phates et oxalates. 
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La surproduction d'acide urique peut avoir des origines 
diverses : defauts metaboliques congenitaux, syndrome de 
Lesch-Nyhan, I ' ingestion en exces de purine ou de proteines, 
traitements avec des drogues uri cosuriques, traitement des 
05 hemopathies, notamment cancereuses a L'aide des cytolytiques 
(chimiotherapie) ou par radiotherapie, etc. (Gutman, AB et YU, T.F. 
(1968) Am. J. Med. 45 - 756-779). 

L'urate oxydase, enzyme qui catalyse la degradation de 
I'acide urique en allantoine (compose beaucoup plus soluble que 
10 I'acide urique, ne cristallisant pas aux concentrations atteintes 
dans les liquides biologiques) , presente done un interet therapeu- 
tique. Utilisee en injection, elle presente un grand nombre d'avan- 
tages dans le traitement de I ' hyperuri cemi e et des nephroli- 
thiases : rapidite de I'effet hypo-uri cemi ant (diminution de 
15 I'ordre de 50 % de I 'hyperuri cemi e en moins de 24 h), meilleure 
protection du rein contre les lithiases par rapport a d'autres 
drogues comme I ' al lopurinol (inhibiteur de la xanthine oxydase), 
etc. Cette enzyme est actuellement principalement utilisee comme 
adjuvant des cytolytiques en chimiotherapie. 
20 L'urate oxydase utilisee actuellement comme medicament 

est obtenue selon un procede comprenant la culture d'un mycelium 
d'Aspergi llus flavus et I'isolement de l'urate oxydase par extrac- 
tion du milieu de culture ainsi que plusieurs etapes de purifica- 
tion partielle de cette proteine. Ce procede, qui permet I'obten- 
25 tion d'urate oxydase d'activite specifique urate oxydase voisine de 
8 U/mg, depourvue de contaminants toxiques, presente toutefois des 
inconvenients. En effet, la physiologie et surtout la genetique 
d'A. flavus ne sont pas aisement travai llables (W0L0SHUK et al, 
(1989) Applied environ, microbiol. vol. 55, p. 86-90). II n'est 
done pas possible d'obtenir des souches qui produisent cette enzyme 
en quantites importantes. D'autre part, A. flavus est susceptible 
de produire des aflatoxines, lesquelles sont parfois difficiles a 
separer. II convient done de verifier que le produit purifie est 
exempt de ces toxines. 
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II existe done un besoin pour une urate oxydase d'A. 
f Lavus plus pure ainsi que des outils et des techniques de genie 
genetique permettant de s'affranchir de ces inconvenients. 

La demanderesse a purifie L'urate oxydase extraite d'A. 
Uavus, appelee ci-apres urate oxydase extractive, a un degre de 
purete tres superieur a ceLui deja connu de cette proteine, deter- 
mine La sequence partieLLe de ceLLe-La et construit deux pooLs de 
sondes marquees susceptibLes de s'hybrider avec Les nucLeotides 
codant pour deux portions de cette proteine. EL Le a ensuite cons- 
truit un vecteur d'expression comprenant cet ADNc, transforme une 
souche d'E. coLi K12 avec ce dernier, cuLtive ceLLe-ci et verifie 
que Le Lysat des ceLluLes contenait une proteine recombinante de La 
masse moLecuLaire attendue, qui possede une activite urate oxydase 
(capacite de degrader L'acide urique en aLLantoine). 
15 La demanderesse a egaLement construit pLusieurs vecteurs 

d'expression dans Les ceLLuLes eucaryotes comprenant un gene recom- 
binant codant pour L'urate oxydase dont La sequence comporte des 
variations par rapport a L ' ADNc isoLe, introduces dans Le but de 
mettre en pLace des codons usueLs dans Les ceLLuLes eucaryotes, 
20 transforme differentes ceLLuLes eucaryotes a L'aide de ces 
vecteurs, cuLtive ceLLes-ci en faibLe voLume ainsi qu'en votume 
pLus important Cfermenteur) et constate que Les Lysats des ceLLuLes 
contenaient un taux important de proteine recombinante de La masse 
moLecuLaire attendue possedant une activite urate oxydase. 

ELLe a purifie cette proteine recombinante et caracterise 
partieLLement ceLLe-ci, de facon comparative vis-a-vis de L'urate 
oxydase extractive. 

L'invention concerne done une nouveLLe proteine caracte- 
risee en ce qu'eLLe presente une activite urate oxydase specifique 
d'au moins 16 U/mg, en ce qu'eLLe a La sequence ci-apres : 

Ser ALa VaL Lys ALa ALa Arg Tyr GLy Lys Asp Asn VaL Arg VaL Tyr Lys 

VaL His Lys Asp GLu Lys Thr GLy VaL GLn Thr VaL Tyr GLu Met Thr VaL 

Cys VaL Leu Leu GLu GLy GLu ILe GLu Thr Ser Tyr Thr Lys ALa Asp Asn 

Ser VaL ILe VaL ALa Thr Asp Ser ILe Lys Asn Thr ILe Tyr ILe Thr ALa 
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Lys 6Ln Asn Pro VaL Thr Pro Pro GLu Leu Phe Gly Ser iLe Leu Gly Thr 
His Phe ILe GLu Lys Tyr Asn His ILe His ALa ALa His VaL Asn ILe VaL 
Cys His Arg Trp Thr Arg Met Asp ILe Asp GLy Lys Pro His Pro His Ser 
Phe ILe Arg Asp Ser GLu GLu Lys Arg Asn VaL GLn VaL Asp VaL VaL GLu 
GLy Lys GLy ILe Asp ILe Lys Ser Ser Leu Ser GLy Leu Thr VaL Leu Lys 
Ser Thr Asn Ser GLn Phe Trp GLy Phe Leu Arg Asp GLu Tyr Thr Thr Leu 
Lys GLu Thr Trp Asp Arg ILe Leu Ser Thr Asp VaL Asp ALa Thr Trp GLn 
Trp Lys Asn Phe Ser GLy Leu GLn GLu VaL Arg Ser His VaL Pro Lys Phe 
Asp ALa Thr Trp ALa Thr ALa Arg GLu VaL Thr Leu Lys Thr Phe ALa GLu 
Asp Asn Ser ALa Ser VaL GLn ALa Thr Met Tyr Lys Met ALa GLu GLn ILe 
Leu ALa Arg GLn GLn Leu ILe GLu Thr VaL GLu Tyr Ser Leu Pro Asn Lys 
His Tyr Phe GLu ILe Asp Leu Ser Trp His Lys GLy Leu GLn Asn Thr' GLy 
Lys Asn ALa GLu VaL Phe ALa Pro GLn Ser Asp Pro Asn GLy Leu ILe Lys 
Cys Thr VaL GLy Arg Ser Ser Leu Lys Ser Lys Leu, precedee eventue L lement 
d'une methionine, ou en ce qu'eLLe presente un degre d'homoLogie 
substantieL avec cette sequence. 

De preference, cette proteine a une activite urate oxy- 
dase specifique d'environ 30 U/mg. 

Une proteine de ce type appreciee est ceLLe qui, par ana- 
20 Lyse sur un geL bidimensionne L presente un spot de masse moLecu- 
Laire d'environ 33,5 kDa et de point isoeLectrique voisin de 8,0 
representant au moins 90 % de La masse proteique. 

De preference Le taux de purete de cette proteine deter- 
mine par chromatographic liquide sur une coLonne de si Lice 
25 greffee C8 est superieur a 80 %. 

Une proteine interessante de ce type est ceLLe qui a un 
point isoeLectrique voisin de 8,0. On apprecie que La serine amino- 
terminaLe porte un groupement bLoquant, de preference de masse voi- 
sine de 43 unites de masse atomique, teL que par exempLe Le groupe 
30 acetyLe. 

L' invention a egaLement trait au medicament qui contient, 
dans un vehicuLe pharmaceutiquement acceptabLe, La proteine definie 
precedemment. CeLLe-ci peut rempLacer avantageusement , dans ses 
differentes indications, L'urate oxydase extractive d'activite 
35 urate oxydase specifique voisine de 8 U/mg vendue en preparation 
injectable sous La marque Uricozyme (Vidal 1990). 



WO 91/00909 




PCT/FR90/00532 



L' invention concerne aussi un gene recombinant caracte- 
rise en ce qu'il comporte une sequence d'ADN codant pour La pro- 
teine de sequence ci-apres : 
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Met 


Ser 


Ala 


Val 


Lys 


Ala 


Ala 


Arg 


Ty r 


Gly 


Lys 


Asp 


Asn 


Va I 




VaL 

VOL 


Tv p 
i y r 


Ly s 


Val 


His 


Lys 


Asp 


Glu 


Lys 


Thr 


Gly 


Val 


Gin 


Thr 


Va I 


T v r 






Thr 
i 1 1 1 


Val 


Cys 


Val 


Leu 


Leu 


Glu 


Gly 


Glu 


He 


Glu 


Thr 


Ser 


Tv r 
i 7 i 




i_y 5 


Hid 


nap 


Asn 


Ser 


Val 


He 


Val 


Ala 


Thr 


Asp 


Se r 


lie 


Lvs 


Asn 


Thr 


He 


T v p 
i 7 i 


T I f» 


Thp 
i 1 1 1 


Ala 


Lys 


Gin 


Asn 


Pro 


Val 


Thr 


Pro 


Pro 


Glu 


Leu 


Phe 


GLv 


Cop 

Owl 


I Lp 


t Oil 

Leu 




Thr 


His 


Phe 


He 


Glu 


Lys 


Tyr 


Asn 


His 


He 


Hi s 


Ala 


Ala 


His 


Va 1 

V O L 




lie 


Val 


Cys 


His 


Arg 


Trp 


Thr 


Arq 


Met 


Asp 


He 


Asp 


Gly 




P rn 


n i d 


Pro 


Hie 


Ser 


Phe 


He 


A rg 


Asp 


Ser 


Glu 




i_y i> 


A p n 


Asn 


v a l 


bin 


va l 


Asp 


va i 


Va I 


Glu 


Gly 


Lys 


Gly 


He 


Asp 


He 


Lys 


Ser 


Ser 


Leu 


Ser 


Gly 


Leu 


Thr 


Val 


Leu 


Lys 


Ser 


Thr 


Asn 


Se r 


Gin 


Phe 


T rp 


Gly 


Phe 


Leu 


Arg 


Asp 


Glu 


Tyr 


Thr 


Thr 


Leu 


Lys 


Glu 


Thr 


Trp 


Asp 


Arg 


He 


Leu 


Ser 


Thr 


Asp 


Val 


Asp 


Ala 


Thr 


Trp 


Gin 


Trp 


Lys 


Asn 


Phe 


Ser 


Gly 


Leu 


Gin 


Glu 


Val 


Arg 


Ser 


His 


Val 


Pro 


Lys 


Phe 


Asp 


Ala 


Thr 


Trp 


Ala 


Thr 


Ala 


Arg 


Glu 


Val 


Thr 


Leu 


Lys 


Thr 


Phe 


Ala 


Glu 


Asp 


Asn 


Ser 


Ala 


Ser 


Val 


Gin 


Ala 


Thr 


Met 


Tyr 


Lys 


Met 


Ala 


Glu 


Gin 


He 


Leu 


Ala 


Arg 


Gin 


Gin 


Leu 


He 


Glu 


Thr 


Val 


Glu 


Tyr 


Ser 


Leu 


Pro 


Asn 


Lys 


His 


Tyr 


Phe 


Glu 


He 


Asp 


Leu 


Ser 


Trp 


His 


Lys 


Gly 


Leu 


Gin 


Asn 


Thr 


Gly 


Lys 


Asn 


Ala 


Glu 


Val 


Phe 


Ala 


Pro 


Gin 


Ser 


Asp 


Pro 


Asn 


Gly 


Leu 


He 


Lys 


Cys 


Thr 


Val 


Gly 


Arg 


Ser 


Ser 


Leu 


Lys 


Ser 


Lys 


Leu 











A cause de la degenerescence du code genetique, il existe 
un grand nombre de sequences d'ADN codant pour une proteine dont la 
sequence repond a la formule donnee ci-dessus. Parmi celles-ci une 
sequence preferee parti culierement adaptee pour une expression dans 
les micro-organismes procaryotes est la suivante : 



ATGTCTGCGG TAAAAGCAGC GCGCTACGGC AAGGACAATG TTCGCGTCTA 
CAAGGTTCAC AAGGACGAGA AGACCGGTGT CCAGACGGTG TACGAGATGA 
CCGTCTGTGT GCTTCTGGAG GGTGAGATTG AGACCTCTTA CACCAAGGCC 
GAC AACAGCG TCATTGTCGC AACCGACTCC ATTAAGAACA CCATTTACAT 
CACCGCCAAG C .GAACCCCG TTACTCCTCC CGAGCTGTTC GGCTCCATCC 
TGGGCACACA CTTCATTGAG AAGTACAACC ACATCCATGC CGCTCACGTC 
AAC ATTGTCT GCCACCGCTG GACCCGGATG GACATTGACG GCAAGCCACA 
CCCTCACTCC TTCATCCGCG ACAGCGAGGA GAAGCGGAAT GTGCAGGTGG 
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ACGTG6TCGA 
ACCGTGCTGA 
GTACACCACA 
ATGCCACTTG 

05 CACGTGCCTA 
GAAGACTTTT 
AGATGGCAGA 
TACTCGTTGC 
GGGCCTCCAA 

10 ACCCCAACGG 
AAATTG. 



GGGCAAGGGC 
AGAGCACCAA 
CTTAAGGAGA 
GCAGTGGAAG 
AGTTCGATGC 
GCTGAAGATA 
GCAAATCCTG 
CTAACAAGCA 
AACACCGGCA 
TCTGATCAAG 



ATCGATATCA 
CTCGCAGTTC 
CCTGGGACCG 
AATTTCAGTG 
TACCTGGGCC 
ACAGTGCCAG 
GCGCGCCAGC 
CTATTTCGAA 
AGAACGCCGA 
TGTACCGTCG 



AGTCGTCTCT 
TGGGGCTTCC 
TATCCTGAGC 
GACTCCAGGA 
ACTGCTCGCG 
CGTGCAGGCC 
AGCTGATCGA 
ATCGACCTGA 
GGTCTTCGCT 
GCCGGTCCTC 



GTCCGGCCTG 
TGCGTGACGA 
ACCGACGTCG 
GGTCCGCTCG 
AGGTCACTCT 
ACTATGTACA 
GACTGTCGAG 
GCTGGCACAA 
CCTCAGTCGG 
TCTGAAGTCT 



Une autre sequence d'ADN preferee qui convient notamment 
pour I ' expression dans Les cellules eucaryotes, telles que la 
15 levure, est la suivante : 



ATGTCTGCTG TTAAGGCTGC TAGATACGGT AAGGACAACG TTAGAGTCTA 

CAAGGTTCAC AAGGACGAGA AGACCGGTGT CCAGACGGTG TACGAGATGA 

20 CCGTCTGTGT GCTTCTGGAG GGTGAGATTG AGACCTCTTA CACCAA6GCC 

GACAACAGCG TCATTGTCGC AACCGACTCC ATTAAGAACA CCATTTACAT 

CACCGCCAAG CAGAACCCCG TTACTCCTCC CGAGCTGTTC GGCTCCATCC 

TGGGCACACA CTTCATTGAG AAGTACAACC ACATCCATGC CGCTCACGTC 

AACATTGTCT GCCACCGCTG GACCCGGATG GACATTGACG GCAAGCCACA 

25 CCCTCACTCC TTCATCCGCG ACAGCGAGGA GAAGCGGAAT GTGCAGGTGG 

ACGTGGTCGA GGGCAAGGGC ATCGATATCA AGTCGTCTCT GTCCGGCCTG 

ACCGTGCTGA AGAGCACCAA CTCGCAGTTC TGGGGCTTCC TGCGTGACGA 

GTACACCACA CTTAAGGAGA CCTGGGACCG TATCCTGAGC ACCGACGTCG 

ATGCCACTTG GCAGTGGAAG AATTTCAGTG GACTCCAGGA GGTCCGCTCG 

30 CACGTGCCTA AGTTCGATGC TACCTGGGCC ACTGCTCGCG AGGTCACTCT 

GAAGACTTTT GCTGAAGATA ACAGTGCCAG CGTGCAGGCC ACTATGTACA 

AGATGGCAGA GCAAATCCTG GCGCGCCAGC AGCTGATCGA GACTGTCGAG 

TACTCGTTGC CTAACAAGCA CTATTTCGAA ATCGACCTGA GCTGGCACAA 

GGGCCTCCAA AACACCGGCA AGAACGCCGA GGTCTTCGCT CCTCAGTCGG 

35 ACCCCAACGG TCTGATCAAG TGTACCGTCG GCCGGTCCTC TCTGAAGTCT 
AAATTG. 
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Line autre sequence d'ADN preferee qui convient notamment 
pour une expression dans les cellules animales est la suivante : 



05 5'-AT6TC 

CAAT6TCCGC GTCTACAAGG 

CGGTGTACGA GATGACCGTC 

TCTTACACCA AGGCCGACAA 

GAACACCATT TACATCACCG 

10 TGTTCGGCTC CATCCTGGGC 

CATGCCGCTC ACGTCAACAT 

TGACGGCAAG CCACACCCTC 

GGAATGTGCA GGTGGACGTG 

TCTCTGTCCG GCCTGACCGT 

15 CTTCCTGCGT GACGAGTACA 

TGAGCACCGA CGTCGATGCC 

CAGGAGGTCC GCTCGCACGT 

TCGCGAGGTC ACTCTGAAGA 

AGGCCACTAT GTACAAGATG 

20 ATCGAGACTG TCGAGTACTC 

CCTGAGCTGG CACAAGGGCC 

TCGCTCCTCA GTCGGACCCC 

TCCTCTCTGA AGTCTAAATT 



PGP AftTAA A A 


fir nfxrr tctt 


AtoblAAuuA 


TTP A f A Ann A 


LuMuAAuALL 


uul bl LLAuA 


TftTftTfXfTTr 

lUIUl Ul 1 1 l# 


1 uuAuou 1 uH 


uA 1 1 la At) ALL 


r A^rnTr ATT 


U 1 UuLAALLu 


a r t p r bttb a 
AL 1 LLA I TAA 


r r a Anr a^ a a 


V. L L Lu 1 1 AL 1 


LL 1 LtLuAut 


AT AT ATTTP A 


1 1 uHunHu 1 ft 


tHALL ALA 1 L 


TGTTTGrr AT 
lull I uuLnl 




ouA 1 uuALA 1 


ACTCCTTCAT 


CCGCGACAGC 


GAGGAGAAGC 


GTCGAGGGCA 


AGGGCATCGA 


TATCAAGTCG 


GCTGAAGAGC 


ACCAACTCGC 


AGTTCTGGGG 


CCACACTTAA 


GGAGACCTGG 


GACCGTATCC 


ACTTGGCAGT 


GGAAGAATTT 


CAGTGGACTC 


GCCTAAGTTC 


GATGCTACCT 


GGGCCACTGC 


CTTTTGCTGA 


AGATAACAGT 


GCCAGCGTGC 


GCAGAGCAAA 


TCCTGGCGCG 


CCAGCAGCTG 


GTTGCCTAAC 


AAGCACTATT 


TCGAAATCGA 


TCCAAAACAC 


CGGCAAGAAC 


GCCGAGGTCT 


AACGGTCTGA 


TCAAGTGTAC 


CGTCGGCCGG 



precedee d'une sequence 5' non traduite favorable a I'expression 
dans les cellules animales. Une telle sequence 5' non traduite pre- 
feree est celle qui comprend la sequence : AGCTTGCCGCCACT, situee 
immediatement en amont de la sequence explicitee ci-dessus. 

On notera que la proteine codee par les sequences d'ADNc 
donnees ci-dessus peut subir une maturation par la methiony l-amino- 
peptidase, qui la clive de son residu methionine amino-termina I . 

L'invention concerne ega lenient un vecteur d'expression 
qui porte, avec les moyens necessaires a son expression, le gene 
recombinant defini precedemment . 
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Pour une expression dans Les mi cro-organi smes proca- 
ryotes, en particuLier dans Escherichia coli. La sequence codante 
doit etre inseree dans un vecteur d'expression comportant notamment 
un promoteur efficace, suivi d'un site de -fixation des ribosomes en 
amont du gene a exprimer, ainsi qu'une sequence d'arret de trans- 
cription efficace en aval du gene a exprimer. Ce plasmide doit 
egalement comporter une origine de replication et un marqueur de 
selection. Toutes ces sequences doivent etre choisies en fonction 
de la cellule hote. 

Pour une expression dans les cellules eucaryotes, le 
vecteur d'expression selon I' invention porte le gene recombinant 
defini precedemment avec les moyens necessaires a son expression, a 
sa replication dans les cellules eucaryotes et a la selection des 
cellules transformees. De preference, ce vecteur porte un marqueur 
15 de selection, choisi par exemple pour complementer une mutation des 
cellules eucaryotes receptrices, qui permet la selection des 
cellules qui ont integre le gene recombinant en un nombre de copies 
eleve soit dans leur genome, soit dans un vecteur multicopie. 

Pour une expression dans les cellules animales, notamment 
dans les cellules d'ovaires de hamster chinois CH0, la sequence 
codante est inseree dans un plasmide (par exemple derive du pBR 
322) comportant deux unites d'expression, une premiere unite dans 
laquelle est insere le gene recombinant devant un promoteur effi- 
cace (par exemple le promoteur precoce de SV40) . La sequence autour 
25 de I'ATG d'initiation est de preference choisie en fonction de la 
sequence consensus decrite par K0ZAK (M. KOZAK (1978) Cell., 15, 
1109-1123). Une sequence intronique, par exemple I'intron de I'oc- 
globine de souris, peut etre inseree en amont du gene recombinant 
ainsi qu'une sequence comportant un site de polyadenylation, par 
exemple une sequence de polyadenylation du SV40, en aval du gene 
recombinant. La deuxieme unite d'expression comporte un marqueur de 
selection (par exemple une sequence d'ADN) codant pour la dihydro- 
folate reductase (enzyme ci-apres abregee DHFR) . Le plasmide est 
transfecte dans les cellules animales, par exemple les cellules CHO 
35 DHFR (incapables d'exprimer la DHFR). Une lignee est selectionnee 
pour sa resistance au methotrexate : elle a integre dans son genome 
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un nombre eleve de copies du gene recombinant et exprime ce dernier 
a un niveau suffisant. 

Pour une expression dans Les cellules eucaryotes telles 
que la levure, par exemple Saccharomyces cerevisiae, il convient 
05 d'inserer la sequence codante entre, d'une part, des sequences 
reconnues comme promoteur efficace, d'autre part, un terminateur de 
transcription. L' ensemble promoteur-sequence codante-terminateur, 
appele cassette d' expression, est clone soit dans un vecteur plas- 
midique (monocopie ou polycopie pour la levure, soit integre en 
10 multicopie dans le genome de la levure. 

!_' invention a egalement trait aux cellules eucaryotes 
transformers par le vecteur d'expression precedent. Parmi celles- 
ci, on apprecie les souches de I'espece Saccharomyces cerevisiae, 
en particulier celles qui comportent une mutation sur I'un des 
15 genes responsables de la synthese de la leucine ou de I'uracile, 
par exemple le gene LEU2 ou le gene URA3. 

L'invention a egalement trait aux cellules animales 
contenant, avec les moyens necessaires a son expression, ce gene 
recombinant. Ce dernier peut, par exemple, avoir ete introduit dans 
20 les cellules par transfection par le vecteur d'expression 
ci-dessus, par infection au moyen d'un virus ou d'un retro-virus le 
portant, ou par microinjection. 

L'invention a egalement pour objet un procede d'obtention 
d'urate oxydase recombinante qui comprend les etapes de : 
25 1) mise en culture d'une souche telle que definie ci- 

dessus : 

2) lyse de cellules ; 

3) isolement et purification de L'urate oxydase recombi- 
nante contenue dans le lysat. 

30 L'invention sera mieux comprise a I'aide des exemples ci- 

apres : 

une grande partie de I'ensemble des techniques ci-apres, 
bien connues de I'homme de I'art, est exposee en detail dans 
I'ouvrage de Maniatis et al : "Molecular cloning : a laboratory 
35 manual" publie en 1984 par les editions Cold Spring Harbor Press a 
New York. 
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EXEMPLE 1 : IsoLement des ARN messagers d ' Aspergi I lus flavus 

La souche d'A. flavus productrice d'urate oxydase a ete 

cultivee dans des conditions de production d'urate oxydase, c'est- 

a-dire dans un milieu contenant de L'acide urique de composition 

05 suivante : glucose 15 g/l, MgS0 4 ,7H 2 0 1 g/l, KH 2 P0 4 0,75 g/l, CaC0 3 

1,2 g/l, acide urique 1,2 g/l, K0H 0,5 g/l, hui le de soja 

0,66 ml/ I, FeS0 4 ,7H 2 0 10 mg/l, CuS0 4 ,5H 2 0 1 mg/l, ZnS0 4 ,7H 2 0 

3 mg/l, MnS0 4 ,H 2 0 1 mg/l. 

Le milieu est ajuste a pH 7 avec H_S0, 1M et est steri- 
o 

10 Use a 120 C pendant 80 min. 

Dans un erlenmeyer de 5 I on ensemence 1,5 I de milieu 
avec environ 1 a 3.10^ spores. 

La culture est incubee pendant environ 40 h a 30°C sous 
agitation (120 tr/min). Le mycelium est recupere par filtration sur 

15 gaze, lave avec de I'eau et congele dans I'azote liquide. 

15 g de mycelium (poids humide) sont decongeles et resus- 
pendus dans 45 ml de tampon de lyse puis repris dans un meme volume 
de billes (0,45 urn de diametre). Le tampon de lyse est constitue de 
thiocyanate de guanidine 4 M, Tris-HCl 10 mM pH 7,6, EDTA 10 mM, p- 

20 mercaptoethanol 50 ml/l. La suspension mycelienne est broyee au 
broyeur Zellmuhle (vibrogene) pendant 5 min. 

Le broyat est recupere et les billes decantees. Le surna- 
geant est preleve (environ 45 ml) et ramene a 3 M final en chlorure 
de lithium et conserve a 0°C. 

• 5 Apres deux jours, on le centrifuge pendant 60 min a 

10 000 tr/min. Le surnageant est ecarte et le culot est repris dans 
40 ml de LiCl 3M et recentrifuge a 10 000 tr/min pendant 1 h 30. 

On ajoute la proteinase K (SIGMA) , 40 ug/ml du SDS 
(0,1 % P/V) et de I ' EDTA a 20 mM. On incube a 37°C pendant 3 h. On 

'0 precipite avec 2 volumes d'ethanol, puis on effectue un lavage a 
I'ethanol 70 '/.. On reprend le culot dans 0,5 ml de tampon TE (tris 
HCl 10 mM EDTA, 1 mM pH 7,5), on extrait 2 fois au chlorof orme, on 
precipite a I'ethanol. Les ARN sont conserves a -80°C dans 
I'alcool. 
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EXEIVLE 2 : Purificati on de La fraction poly A* des ARN 

Environ 1 mg d • ARN est precipite 20 min a 4°C (15 000 tr/ 
min) puis Lave avec de Methanol 70 7. puis seche. 

Le cuLot est repris dans 1 ml de tampon TE et resuspendu 
Par agitation au vortex. L'oligo dT-ceLLuLose type 3 (commer- 
cialise par Collaborative Research Inc. Biomedicals Product 
Division) est prepare suivant les recotnmandations du fabricant. 
L'ARN est depose sur l'oligo dT, agite doucement pour remettre en 
suspension les billes, puis chauffe pendant 1 min a 65°C. 

La suspension est ajustee a 0,5 M NaCL puis mise a agiter 
doucement pendant 10 min. La suspension est alors centrifugee 
pendant 1 min a 1 000 tr/min, le surnageant est elimine, Le culot 
est lave 2 fois avec 1 ml de tampon TE contenant 0,5 M NaCl. Les 
surnageants sont elimines. L'elution de la fraction polyadenylee 
des ARN (constitute des ARN messagers) est obtenue par suspension 
des billes dans 1 ml de tampon TE, puis chauffage de cette suspen- 
sion a 60°C pendant 1 min, suivi d'une agitation pendant 10 min 
sur plaque basculante. On centrifuge ensuite 1 min a 1 000 tr/min, 
ce qui permet de recuperer d'une part Le surnageant contenant des 
20 ARNm libres en solution et d'autre part Le culot de billes de 
cellulose. L'ensemble des operations ci-dessus (a parti r de 
l'elution) est repete. Les surnageants ainsi obtenus sont rassem- 
bles, on elimine I'exces de billes par centrif ugation et on preci- 
pite le surnageant a Methanol contenant du NaCl suivant les 
25 techniques habituelles. (Maniatis : op. prec). 

EXEMP 1 i 3 : Constitution de la banque des ADNc 

A parti r des ARN messagers isoles comme decrit dans 
I'exemple precedent, on a realise une banque d * ADNc dans le vecteur 
PTZ19R (commercialise par PHARMACIA). Ce vecteur est un plasmide 
comprenant un polylinker contenant des sites uniques de restric- 
tion. 

La technique de clonage utilisee est celle decrite par 
Caput et al, (technique de I • amorce-adapteur (Primer-adapter) : 
(Caput et al, Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) (1986) 83, 1670- 
1674)). 
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Elle consiste d'une part a digerer Le vecteur par Pst1, 
ajouter une queue de polydC sur L'extremite 3' protuberante, puis a 
digerer Les plasmides ainsi obtenus par BamHI. Le fragment corres- 
pondent au vecteur est purifie sur coLonne de Sepharose CL4B 
05 (Pharmacia). IL comprend done une queue polydC a une extremite, 
L'autre extremite etant cohesive, du type BamHI. D'autre part, Les 
ARN messagers sont soumis a La transcription inverse a partir d'une 
amorce dont La sequence est La suivante 5'<GATCCGGGCCCT (12) )<3. 
Ainsi, Les ADNc presentent-i Ls a Leur extremite 5' La sequence 
10 6ATCC compLementai re de L'extremite cohesive BamHI. 

Les hybrides ARN-ADN obtenus par action de La 
transcriptase inverse sont soumis a une hydroLyse aLcaLine qui 
permet de se debarrasser de L'ARN. Les ADNc simpLe brin sont aLors 
purifies par 2 cycLes sur coLonne de Sepharose CL4B et soumis a un 
15 traitement a La terminaL transferase de facon a ajouter des poLydG 
en 3'. Les ADNc sont inseres sous forme simpLe brin dans Le vecteur 
prepare comme decrit pLus haut. Un second oLigonucLeotide 
"L'adapter" compLementai re de L'amorce est necessaire pour generer 
un site BamHI "ouvert" a L'extremite 5' des ADNc. Apres hybri- 
20 dation du vecteur, de L ' ADNc et de L'"adapter", Les moLecuLes 
recombinantes sont ci rcuLarisees par I'action de La Ligase du 
phage T4. Les regions simpLe brin sont aLors reparees grace a 
L'ADN poLymerase du phage T4. Le pooL de pLasmides ainsi obtenu 
sert a transformer La souche MC 1061 pour La resistance a 
25 L'ampici LLine (Casabadan Chou et Cohen J. Bact. C1980) 143 pages 
971-980) . 

EXEMPLE 4 : Purification de L'urate oxydase extractive d'A. fLavus 

et caracteri sation de celLe-ci 
1) Purification de L'urate oxydase extractive d'A. fLavus. 

Une preparation d'urate oxydase extractive d'A. fLavus 
(uricozyme - Laboratoires CLin Midy) presentant une activite urate 
oxydase specifique de 8 U/mL (L'activite specifique urate oxydase 
est Le rapport entre L'activite urate oxydase mesuree seLon Le test 
decrit a L'exempLe 9 et La masse de proteines totaLes mesuree par 
La methode de Bradford : AnaL. Biochem., 72, 248-254) a ete repu- 
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rifiee par chromatographi e sur une coLonne d'agarose greffe Red- 
agarose 120 (SIGMA) , concentration par ultrafiltration et filtra- 
tion sur un get polyacry Lamide-agarose ULtrogeL ACA 44 (IBF), selon 
Le protocole ci-apres : 



Etape 1 '• Chromatographic d'affinite sur agarose greff e 
Temperature : 4°C 
CoLonne : PHARMACIA K50/30 

- diametre = 50 mm 

- Longueur = 33 cm 

Resine : Red 120 Agarose (3 000 CL/R-0503 SIGMA) 

(volume de gel = 410 ml, hauteur de gel = 20 cm) 
Tampon d' equi librage : glycine/NaOH 20 mM pH 8,3 
Tampon d'elution : glycine/NaOH 20 mM, NaCl 2M pH 8,3 
15 Debit de mise en conditionnement : 250 ml.h" 1 
Debit de f onctionnement : 160 ml.h~ 1 

Debit d'elution : 60 ml.h" 1 



1) Deposer en tete de colonne, a I'aide d'une pompe a debit cons- 
tant la solution d'Uricozyme 

2) Apres adsorption, laver la colonne par 2 fois son volume en 
tampon d'equi Librage 

3) Eluer par un gradient de force ionique ayant la composition sui- 
vante : 

25 glycine, NaOH, 20 mM pH 8,3/glycine, NaOH, 20 mM + NaCl 2M 

PH 8,3 

Le volume total du gradient est egal a 10 fois le volume de la 
colonne, reparti pour moitie dans chacun des consti tuants. 
L'enregistrement chromatographique est opere a X = 280 nm ; le 
pool u ite oxydase est collecte apres regroupement des fractions 
presentant une activite urate oxydase specifique superieure ou 
egaLe a 16 U/mg. 

Etape 2 : Concentration du pool urate oxydase par ultrafiltration a 
35 L'aide d'un systeme Biopass comportant une membrane d'ultra- 
filtration de 10 kDa. 
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Etape 5 : 

Temperature : 4°C 

Colonne : PHARMACIA K 50/100 

- diametre = 50 mm 
05 - Longueur = 100 cm 

Resine : PoLyacry Lamide agarose avec groupements amine et 
hydroxyLe : L'ULtrogeL ACA 44 CIBF) 

- volume de get = 1,6 I 

- hauteur de gel = 80 cm 

10 Tampon d ' equi Li brage : glycine/NaOH 20 mM pH 8,3 
Debit de mise en conditionnement : 40 ml.h -1 
Debit de fonctionnement : 24 ml.h 
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1) Deposer en tete de coLonne, a L'aide d'une pompe a debit cons- 
tant, Le pool urate oxydase concentre. 

2) Apres depot de I ' echanti lion, continuer d'alimenter La coLonne 
avec du tampon glycine/NaOH 20 mM pH 8,3. 

3) Apres chromatographic, Laver avec du NaCL 2M jusqu'a une vaLeur 
d'absorbance U.V. (X = 280 nm) < 0,05. 

20 Stocker sous NaCL 2 M a 4°C. 

L ' enregi st rement chromatographique est opere a X = 280 nm ; 
Le pooL urate oxydase est collecte apres regroupement des frac- 
tions presentant conjointement : 

- une activite urate oxydase specifique superieure ou egale a 
25 20 U/mg. 

- 2 bandes seulement en eLectrophorese dans des conditions 
denaturantes (presence de S.D.S) et revelation au nitrate 
d'argent (kit de coloration Biorad), avec : 

. une bande majeure de 33-34 kDa 
30 - une bande mineure de 70-71 kDa 

2) Caracterisation de I'urate oxydase extractive d'A. flavus 
purifiee : 

a) sequencage partiel 
jS Afin d'obtenir des informations sur La sequence des 

acides amines de I'urate oxydase extractive purifiee, permettant La 
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synthese des sondes necessaires au cLonage de I'ADNc, un sequencage 
amino-terininaL direct de La proteine a ete tent*. Ce dernier n'a 
pas abouti, a cause d'un blocage amino-terminaL de la proteine 
(Cf- f) ci-dessous). 

La strategic ci-apres a done ete developpee pour I'obten- 
tion de La sequence partielle de l'urate oxydase : 

coupure de La proteine par des enzymes proteolytiques (a I 'aide 
des enzymes trypsine et protease V8 de Staphy Lococcus aureus) 

separation des polypeptides obtenus par HPLC phase inverse 
- sequengage des peptides purifies. 

a) H ydroLyse de L'urate oxydase par La trypsine, purification et 
sequencage des peptides : 

L'urate oxydase a 9 mg/ml dans un tampon de carbonate 
d'ammonium 100 mM pH 8,9 a ete digeree par la trypsine (Worthington, 
TPCK) avec un rapport urate oxydase/trypsine de 30/1 en poids a 
30 C pendant 24 h. Apres I'hydrolyse tryptique, 60 ug d'urate 
oxydase digeree ont ete directement injectes sur une colonne HPLC 
phase inverse de si lice greffee Brownlee G18 (colonne 10 x 
0,2 cm), equilibree en acetonitrile 1 % (v/v), acide trifluoro- 
acetique 0,1 '/. ( v /v) dans L'eau. Les peptides ont ete ensuite elues 
par un gradient Lineaire d« acetonitri le dans une solution d'acide 
trifLuoroacetique (0,1 '/. v/v) dans l'eau variant de 1 % a 60 % 
d'acetonitrile en 60 min, avec un debit de 150 ul/min. Les peptides 
25 a La sortie de La colonne ont ete detectes par mesure de la densite 
opt i que a 218 nm. 

Le prof i I d'elution est presente dans la figure 1, dans 
laquelle Les numeros suivant La Lettre T (Trypsine) correspondent 
aux pics identifies. 

Chaque pic a ete collecte et conserve a -20°C jusqu'au 
moment de I'anaLyse sur un sequenceur de proteines (Le modele 470 A 
d'AppLied Biosystems), equipe d'un chromatographe (modele 430 A 
d'Applied Biosystems) qui analyse en continu les derives phenyl- 
thiohydantoiques formes, apres chaque cycle de degradation. 
Le tableau (1) ci-apres presente les sequences peptidiques des 9 
pics identifies. 
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0) Hydrolyse de I'urate oxydase par la protease V8, purification et 
sequencage des peptides. 

L'urate oxydase, a une concentration de 2 mg/ml dans un 
tampon acetate d'ammonium 100 mM pH 6,8, a ete digeree par La pro- 

05 tease V8 de Staphylococcus aureus (Boehringer-Mannheim) avec un 
rapport urate oxydase/protease V8 de 60/1 a 30°C pendant 72 h. 
160 ug d'urate oxydase digeree ont ensuite ete injectes sur une 
colonne HPLC phase inverse de si lice greffee Brownlee 618 (colonne 
10 x 0,2 cm) ; particules (7 x 0,03 urn) equilibree en acetonitrile 

10 1 %, acide trif luoroacetique 0,1 '/. (v/v) dans I'eau. Les peptides 
ont ensuite ete elues par un gradient lineaire d'acetonitri le dans 
une solution d'acide trif luoroacetique dans I'eau (0,1 7. (v/v)) 
variant de 1 '/. a 60 V. d ' acetoni t ri le en 60 min, avec un debit de 
150 pl/ml. Les peptides a la sortie de la colonne ont ete detectes 

15 par mesure de la densite optique a 218 nm. 

Le prof i I d'elution est presente dans la figure 2, dans 
laquelle les numeros suivant la lettre V (protease V8) corres- 
pondent aux pics identifies. 

Chaque pic a ete collecte et conserve a -20°C jusqu'au 

20 moment de L'anaLyse sur le sequenceur de proteines deja mentionne. 

Le tableau (1) ci-apres presente les sequences pepti- 
diques des 5 pics identifies. 
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b) Activite specifique : 

L'urate oxydase extractive purifiee presente une activite 
specifique d'environ 30 U/mg. 

05 

c) Electrophorese en conditions denaturantes 



L ' e Lect rophorese de L'urate oxydase extractive purifiee 
sur gel de poLyacry Lamide en presence de SDS (sodium dodecyl- 
10 sulfate), suivie d'une revelation a I'argent, permet de voir une 
bande de forte intensite d'environ 33-34 kDa et une bande de tres 
faible intensite d'environ 70-71 kDa. 

d) Determination du point i soe lect r ique : 

15 

mode operatoire : 



- Utilisation des gels prets a I'emploi, les LKB Ampholines 6el 
Plates de Pharmacia de gammes de pH : (3,5-9,5) et (5-8). 

20 - Depot de 10 pi de proteines de temoins LKB (gamme des points iso- 
electriques des proteines temoins : 3,5-9,5) et d'urate oxydase 
purifiee 4 pg et 8 pg (sur deux pistes di f f erentes) . 

- Run 1 h 30, 12V, 6°C. 

- Puis coloration au bleu de Commassie (0,1 %) dans (25 % Ethanol, 
25 8 % Acide Acetique) de fagon a colorer les proteines, suivie d'une 

decoloration a I'aide d'une solution contenant 25 7. Ethanol et 8 X 
Acide Acetique (pour eliminer le bruit de fond). 

- Resultats : Observation sur chacune de deux pistes de deux bandes 
rapprochees (doublet) de points i soelectriques 8,1 et 7,9. 

e) Analyse en gel bi dimensionne I 



35 



L'analyse en gel bidimensionnel permet de separer les 
proteines dans un premier temps d'apres leurs points isoelectriques 
et dans un deuxieme temps d'apres leurs masses moleculai res . 
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Protocols 

EchantiLLon : solution d'urate oxydase extractive purifiee dans un 
tampon glycine 20 mM de pH 8,3. 

05 

Preparation de I 'echanti lion 

- Deux echanti lions de 5 |jg et 10 pg d'urate oxydase ; 

- Sechage par centrif ugation sous vide, reprise dans 5 pi du tampon 
10 de lyse de composition suivante : 

uree 2,5 M, / 3-(3-cholamidopropy I) dimethy lammonio) 1-propane sul- 
fonate CHAPS (Sigma) 12'/. (v/v), / Amphoteres Ampholines (LKB) de 
gamme de pH 5-8 et 3,5-9,5 / 0,4 X et B mercaptoethanol 5 '/.. 

1 5 Gel d' isoelectrofocalisation 

- Preparation d'une solution contenant : uree 9,5 Ft, CHAPS 5 '/., 
Ampholines LKB (pH (3,5-9,5) 1 7. ; pH (5-8) 1 '/.) , Acrylamide/ 
bisacrylamide (28,4 %/1,7 %) 3,5 % final, H 2 0. 

20 - Solution filtree et degazee puis addition de 0,075 7. de tetra- 
methy lethy lene diamine Temed (Pharmacia) et de 0,015 % persulfate 
d' ammonium. 

- Solution coulee dans des tubes (16 x 0,12 cm) - polymerisation 
une nuit a 20°C. 

25 - Sc jtion cathodique : NaOH 0,1 M degazee. 
Solution anodique : H,P0. 25 mM. 

- Pre run 45 min 4 mA (voltage 300 V > 1 000 V). 

- Depot des echanti lions au niveau de la cathode. 

- Run 19 h a 1 000 V a 20°C . 

30 - Gels demoules et equilibres 10 min a 20°C dans un tampon (Tris 
0,375 M pH 8,8 ; SOS 3 */., Di t hi ot hrei tol DTT 50 mM) . 

Gel denaturant PAGE/SDS 

35 - Preparation d'une solution contenant : Aery lamide/bisacrylamide 
(30 %/0,8 %) 15 % final, tris-HCl (pH 8,8) 0,375 M, H,0. 
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- Solution filtree et degazee puis addition de SDS (0,1 %), de per- 
sulfate d* ammonium 0,05 % et de Temed 0,05 '/.. 

- Polymerisation une nuit a 4°C (gel 16 x 20 x 0,15 cm). 

- Le gel d 1 i soelect rof ocali sation apres equilibration est depose a 
05 la surface du gel PAGE/SDS qui scelle par de I'agarose. 

- Tampon d'electrophorese : (Tris-HCl 25 mM pH 8,3, glycine 
0,192 M, SDS 0,1 %). 

- Run 100 mA - 6 h a 6°C. 

- Gel fixe dans 50 % de methanol, 10 7. acide acetique puis colore 
10 au nitrate d'argent (Methode de Blum. H., Electrophoresis 1987, 8 

p. 93-99). 

- Gel scanne sur un analyseur d* image visage 2000/Kodak pour 
determiner la densite optique et la surface de chaque spot, done 
permettre de calculer le rapport quantitatif entre les spots. 

15 - La masse molaire de la proteine est determinee en realisant un 
gel bidimensionnel en presence de proteines temoins Amersham. 

Resultat : 

20 On observe deux spots de masse moleculaire voisine de 

33,5 kDa, I'un majoritaire de point isoelectrique voisin de 8,0 
d'intensite 5,2 ( representant environ 93 7. de la masse proteique), 
I'autre minoritaire de point isoelectrique voisin de 7,4 d'inten- 
site 0,41 (representant environ 7 % de la masse proteique). 

25 

f) Determination de la sequence amino-termina le et de la masse du 
groupement amino-terminal bloquant : 

a) mise en evidence du caractere bloque de la sequence 
amino-terminale : 

30 La sequence amino-terminale a ete analysee a I'aide d'un 

sequenceur Applied Biosystem modele 470 A, couple a un analyseur de 
derives pheny Ithiohydantoiques Applied Biosystem modele 120A. 
L'urate oxydase purifiee (200 pmoles controlees par analyse 
d'acides amines) a ete deposee sur le sequenceur en presence de 

35 20 pmoles de 0-lactoglobuline, proteine temoin. 
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Aucune sequence amino-terminale correspondant a une 
sequence de L'urate oxydase n'a ete detectee (par contre La 
sequence amino-termina Le de La proteine temoin a ete detectee, done 
Le sequenceur f onctionne) . 

L'urate oxydase d'A. fLavus a done L 'extremity amino- 
terminale bLoquee. 

P) determination de La sequence d'un peptide amino- 
terminaL de 32 acides amines et de La masse du groupement amino- 
terminaL bLoquant : 

Methode : Digestion par Le bromure de cyanogene 

L'urate oxydase extractive purifiee est soumise a un geL 
fiLtration sur un geL obtenu par reticulation du dextran avec de 
L'epichlorhydrine, Le Sephadex G25 (PD10 - Pharmacia), equilibre 
avec une soLution contenant 7 7. d'acide formique, ce qui permet 
d'eliminer Les seLs et de changer Le tampon. Par centri f ugation 
sous vide, la concentration en acide -formique est augmentee a 70 %. 
On ajoute aLors du bromure de cyanogene a 0,2 M -finaL et on Laisse 
reagir 20 h sous argon, en absence de Lumiere, et a temperature 
ambi ante - 

~ Separation par chromatographi e d'echanges d'ions des peptides 
issus de La digestion au bromure de cyanogene de La proteine 

Les peptides ont ete separes sur une coLonne d'echanges d'ions a 
base de resine hydrophyte mono S (Pharmacia). 
Tampon A : Acetate d'ammonium 10 mM pH 6,2 
Tampon B : Acetate d'ammonium 1 M pH 6,2 

Debit : 0,6 mL/min, detection des pics par mesure de La densite 
opt i que a 278 nm 

Gradients : a 0 X de B a 100 7. B en 30 min - coLlecte de fractions 
de 1 mL. 
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Les fractions issues de l'etape d'echanges d'ions ont ete analysees 
par get PAGE/SDS suivant La methode decrite par Schagger et Von 
Jagow (1987) Anal. Biochem 166 - p. 368-379. 

" Purification du peptide ami no-terminal par HPLC phase inverse et 
analyse par spect romet r i e de masse de ce dernier 

Le peptide issu de l'etape d'echanges d'ions et ayant une masse 
molaire voisine de 4 000 Da (sur gel PAGE/SDS) a ete purifie sur 
une colonne d'HPLC phase inverse a base de silice greffee C18, la 
colonne Beckman Altex C18 (250 x 2,1 mm) 

Debit : 0,3 ml/min, detection des pics par mesure de la densite 
optique a 218 nm 

Tampon A : H 2 0/0,1 % TFA (acide t ri f luoroacet ique) 
Tampon B : Acetoni t ri te/0,1 % TFA 
Gradient de 1 a 50 % de B en 60 min. 

Le peptide collecte apres une premiere etape d'HPLC phase inverse a 
ete repurifie sur la meme colonne d'HPLC phase inverse mais avec un 
gradient different. 

Gradient de 1 a 50 % de B en 10 min. 

Le pic collecte a ete soumis a une analyse par spectrometrie de 
masse a bombardement par atomes rapides (FAB/MS) avec une matrice 
glycerol + thioglycerol- 

" Digestion par la chymot rypsi ne du peptide amino-terminal et ana- 
lyse des acides amines des peptides chymotryptiques separes par 
HPLC phase inverse 

Afin d'etablir la sequence du peptide purifie par HPLC phase 
inverse, celui-ci a ete digere par la chymotrypsine. Les peptides 
chymotryptiques ont ete separes par HPLC phase inverse sur colonne 
Beckman Altex C18 (250 x 2,1 mm). 

Debit 0,3 ml/min, detection des pics par mesure de la densite 
optique a 218 nm. 
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05 



10 



Tampon A H 2 0/0,11 % TFA 
Tampon B Acetonitri le/0,08 7. TFA 

Gradient de 1 7. de B a 50 7. B en 60 min - collecte des pics. 

Les peptides chymotryptiques ont ete identifies par analyse 
d'acides amines sur Analyseur Applied Biosystem (modele 420-130A). 

Resultats : 

Les resultats presentes ci-apres, etablis posteri eurement 
a la determination de la sequence de I'ADNc de l' urate oxydase 
d'A. -flavus et de la sequence d'acides amines deduite (Cf. 
exemple 6), ne peuvent etre compris qu'a la lumiere de ceux-ci. 

15 ~ Analyse par spectrometrie de masse du peptide amino- 

terminal. 

On observe une difference d'environ 42 unites de masse 
atomique entre les deux masses moleculaires determinees par spec- 
trometrie de masse, 3684 et 3666, et les masses moleculaires theo- 
20 riques determinees a partir de la sequence suivante (sequence 
d'acides amines deduite de I'ADNc de I'urate oxydase d'A. flavus 
avec clivage du groupe methionine amino-terminal et coupure pepti- 
dique par le bromure de cyanogene apres le premier residu 
methionine) : 



25 



30 



Ser Ala Val Lys Ala Ala Arg Tyr Gly Lys Asp Asn Val Arg Val Tyr 
Lys Val His Lys Asp Glu Lys Thr Gly Val Gin Thr Val Tyr Gly (1) 

avec un residu methionine carboxyterminal modifie par action du 
bromure de cyanogene soit en homoserine, 3642, soit en homoserine 
lactone, 3624. 

II y a done un groupement bloquant sur la serine amino- 
terminale qui confere une masse supplementai re d'environ 42 unites 
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de masse atomique, correspondent probablement a une acetylation de 
ce dernier (masse de CH 3 C0-masse H = 42 unites de masse atomique). 

- Analyse des acides amines des peptides chymotryptiques: 

05 

Cette analyse a permis de montrer dans ambiguite que la 
sequence du peptide amino-terminal obtenu par digestion au bromure 
de cyanogene comprend la sequence (1), explicitee ci-dessus. 

La sequence complete d'acides amines de I'urate oxydase 
10 est indiquee ci-apres : 
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25 



Ser 


Ala 


Val 


Lys 


Ala 


Ala 


Arg 


Tyr 


Gly 


Lys 


Asp 


Asn 


Val 


Arg 


Val 


Tyr 


Lys 


Val 


His 


Lys 


Asp 


Glu 


Lys 


Thr 


Gly 


Val 


Gin 


Thr 


Val 


Tyr 


Glu 


Met 


Thr 


Val 


Cys 


Val 


Leu 


Leu 


Glu 


Gly 


Glu 


He 


Glu 


Thr 


Ser 


Tyr 


Thr 


Lys 


Ala 


Asp 


Asn 


Ser 


Val 


He 


Val 


Ala 


Thr 


Asp 


Ser 


He 


Lys 


Asn 


Thr 


He 


Tyr 


He 


Thr 


Ala 


Lys 


Gin 


Asn 


Pro 


Val 


Thr 


Pro 


Pro 


Glu 


Leu 


Phe 


Gly 


Ser 


He 


Leu 


Gly 


Thr 


His 


Phe 


He 


Glu 


Lys 


Tyr 


Asn 


His 


He 


His 


Ala 


Ala 


His 


Val 


Asn 


He 


Val 


Cys 


His 


Arg 


Trp 


Thr 


Arg 


Met 


Asp 


He 


Asp 


Gly 


Lys 


Pro 


His 


Pro 


His 


Ser 


Phe 


He 


Arg 


Asp 


Ser 


Glu 


Glu 


Lys 


Arg 


Asn 


Val 


Gin 


Val 


Asp 


Val 


Val 


Glu 


Gly 


Lys 


Gly 


He 


Asp 


He 


Lys 


Ser 


Ser 


Leu 


Ser 


Gly 


Leu 


Thr 


Val 


Leu 


Lys 


Ser 


Thr 


Asn 


Ser 


Gin 


Phe 


Trp 


Gly 


Phe 


Leu 


Arg 


Asp 


Glu 


Tyr 


Thr 


Thr 


Leu 


Lys 


Glu 


Thr 


Trp 


Asp 


Arg 


He 


Leu 


Ser 


Thr 


Asp 


Val 


Asp 


Ala 


Thr 


Trp 


Gin 


Trp 


Lys 


Asn 


Phe 


Ser 


Gly 


Leu 


Gin 


Glu 


Val 


Arg 


Ser 


His 


Val 


Pro 


Lys 


Phe 


Asp 


Ala 


Thr 


Trp 


Ala 


Thr 


Ala 


Arg 


Glu 


Val 


Thr 


Leu 


Lys 


Thr 


Phe 


Ala 


Glu 


Asp 


Asn 


Ser 


Ala 


Ser 


Val 


Gin 


Ala 


Thr 


Met 


Tyr 


Lys 


Met 


Ala 


Glu 


Gin 


He 


Leu 


Ala 


Arg 


Gin 


Gin 


Leu 


He 


Glu 


Thr 


Val 


Glu 


Tyr 


Ser 


Leu 


Pro 


Asn 


Lys 


His 


Ty r 


Phe 


Glu 


He 


Asp 


Leu 


Ser 


Trp 


His 


Lys 


Gly 


Leu 


Gin 


Asn 


Thr 


Gly 


Lys 


Asn 


Ala 


Glu 


Val 


Phe 


Ala 


Pro 


Gin 


Ser 


Asp 


Pro 


Asn 


Gly 


Leu 


He 


Lys 


Cys 


Thr 


Val 


Gly 


Arg 


Ser 


Ser 


Leu 


Lys 


Ser 


Lys 


Leu 
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EXEMPLE 5 : CribLage des bacteries 

1) Preparation des sondes marquees 

Deux pools de sondes deduites de sequences en aminoacides 
de La proteine ont ete synthetases a L'aide d'un synthetiseur d'ADN 
Biosearch 4600. Le premier pooL correspond a la sequence de residus 
His-Tyr-Phe-Glu-Ile-Asp (partie de la sequence de T 27), soit de 5' 
vers 3* : 



A T G G G 

10 TCGATTCAATATG 

T C A A A 

Ce pool est en fait constitue de 2 4 x 3 = 48 oligonucleotides 
differents representant toutes les combinaisons possibles. 
15 Le deuxieme pool correspond a la sequence en residus aminoacides 
Gln-Phe-Trp-Gly-Phe-Leu (partie de la sequence de V5), soit de 5' 
rs 3' : 



GG A G T 

20 A AAGCCCCA AA TG 

AA C AC 
T 

Ce pool est constitue de 2 A x 4 = 64 combinaisons. 
25 Les sondes sont marquees a la terminate desoxynuc leotide trans- 
ferase (TdT) (commercialise par IBI, Inc). 

La reaction s'effectue sur 100 ng d'un melange d'oligo- 
nucleotides en solution (100 mg/ml) dans du tampon de reaction 
'•Cobalt" (fourni 10 fois concentree par IBI inc. : 1,4 M de coco- 
dylate de potassium-pH 7,2, 300 mM de dithiothreitol, 1 ul d'enzyme 
desoxynucleotidyl-terminal-transferase (IBI inc) et 50 uCi de 
desoxycyt idy triphosphate dCTP marque au P32. 

La reaction se fait a 37°C pendant 10 min puis est arretee en 
ajoutant 1 ul d'EDTA 0,5 M. 
35 On extrait au phenol et on dialyse sur colonne de polyac ry lamide 
Biogel P 10 (Biorad : 150-1050). 
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2) Hybridation et detection des colonies contenant L'ADNc de 
I'urate oxydase : 

Environ AO 000 colonies sont criblees par La technique 
d' hybridation in situ mise au point par Grunstein et Hogness (1975, 

05 Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.), 72_ 3961). Environ 6 000 bacteries 
sont etalees sur boites de Petri de facon a obtenir des colonies 
isolees. Apres incubation pendant 24 h a 37°C, chaque boite est 
repliquee sur 2 filtres, chaque filtre etant destine a etre traite 
avec un des 2 pools de sondes, de facon que toutes les colonies 

10 obtenues soient testees avec les 2 pools de sondes en parallele. 

Les filtres sont mis a hybrider avec un des 2 pools de 
sondes dans un tampon contenant 6 x SSC, 10 x Denhardt's et 100 ug/ 
ml d'ADN de sperme de saumon sonique et denature (SIGMA). La tempe- 
rature d' hybridation est de 42°C et la duree de 16 h. La solution 

15 6 x SSC s'obtient par dilution d'une solution 20 x SSC. La prepara- 
tion du tampon 20 x SSC est decrite dans Maniatis, Fritsch et 
Sambrook (op. cite). En resume, ce tampon contient 175,3 g/l de 
NaCl ; 88,2 g/l de citrate de sodium et est ajuste a pH 7 par 
quelques gouttes de NaOH 10N. La solution 10 x Denhardt's contient 

20 1 g de Ficoll, 1 g de polyvinylpyrrolidone, 1 g de serum-a Ibumine 
humaine pour 500 ml de volume final. 

Apres lavage dans la solution 6 x SSC a 42°C (3 h avec 
5 changements de bain), les filtres sont essuyes au papier Joseph 
et mis en autoradiographic. Les filtres sont reveles apres 16 h. II 

25 est apparu qu'une fraction d'environ 0,5 X des colonies hybridait 
avec les 2 pools de sondes. 

5 colonies parmi celle-ci ont ete reprises et purifiees. 
On a prepare I'ADN plasmidique de chacune de ces colonies, et I'on 
a analyse cet ADN par digestion avec soit BamHI, soit Hindlll, soit 

30 a la fois BamHI et Hindlll. 

Apres analyse sur gel d'agarose, il est apparu que les 5 
plasmides obtenus sont linearises par BamHI et par Hindlll. Les 
doubles digestions permettent de liberer un fragment correspondant 
a I 'integralite de L'ADNc clone. La taille de ce fragment est 

35 d'environ 1,2 Kb dans 3 cas, d'environ 0,9 Kb dans les 2 autres 
cas. Pour la determination ci-apres on a selectionne un des 
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fragments de 0,9 Kb et un des fragments de 1,2 Kb qui ont ete 
reclones (voir exempLe 6 ci-apres). 

EXEMPLE 6 : Determination de la sequence de I'ADNc de L 'urate 
oxydase 

05 On a redone un des fragments de 0,9 Kb d'une part (clone 

9A) et un des fragments de 1,2 Kb (clone 9C) d'autre part, dans 
I'ADN de la forme replicative de phage simple-brin M13- L'ADN des 
clones H13 contenant d'une part le fragment de 0,9 Kb et d'autre 
part le fragment de 1,2 Kb a ete soumis a une digestion exonu- 

10 cleasique de maniere a generer une serie de clones M13 chevauchants 
(procedure "Cyclone I . Biosystem" de IBI). Ces derniers ont ete 
sequences par La methode des dideoxyribonucleotides (Sanger et al, 
PNAS-U.S.A.-1977, 14, 5463-5467). 

La sequence nuc leotidique du clone 9C est representee sur 

15 la figure 3 laqueLLe indique egalement par une fleche le debut du 
clone 9A et par un symbole nuc leotidique muni d'un asterisque * les 
nucleotides sequences du clone 9A non identiques a ceux du clone 9C 
(quand on fait correspondre les deux sequences et les sites de res- 
triction Accl et BamHI utilises dans les constructions ulterieures 

20 (Cf . exemple 10) . 

On constate que : 

- la sequence nuc leot i di que du fragment le plus long 
(clone 9C) recouvre celle du fragment le plus court (clone 9A), a 
deux differences pres (v figure 3). Une des differences est silen- 

25 cieuse, I 'autre correspond a un changement d'un residu tryptophane 
en residu glycine. Ces differences peuvent etre dues, soit a des 
differences dans les ARN messagers isoles, (Cf. exemple 2 ci- 
dessus), soit a des erreurs de la transcriptase inverse utilisee 
lors de la constitution de la banque des ADNc (Cf. exemple 3 ci- 

30 dessus). Le sequencage de L'ADN genomique, de L 'urate oxydase 
d'A. flavus a permis de lever cette ambiguite : il s'agit d'un 
residu tryptophane (et done probablement d'une erreur de La tran- 
scriptase inverse). 

Dans le cas du fragment le plus long, un codon ATG (en 

55 position 109 sur la figure 3) ouvre une phase ouverte correspondant 
a un polypeptide de 302 aminoacides, de masse moleculaire voisine 
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de 34240 Da, dont La sequence correspond a La sequence partielLe de 
L'urate oxydase d'A. fLavus purifiee (Cf. exempLe 4). 

On a represents sur La figure 4 La sequence d'ADN ouverte 
par Le codon ATG et Le polypeptide code, ainsi que par des fleches 
05 en vis-a-vis avec Le polypeptide code Les peptides sequences (Cf. 
exemple 4) obtenus par hydrolyse de L'urate oxydase d'A. fLavus a 
L'aide de La trypsine et de La protease V8. 

On constate que La sequence du polypeptide se termine par 
Le triplet Ser-Lys-Leu, typique des enzymes a Localisation peroxi- 
10 somale (Gould S.J. et al, J. Cell, Biology 108 (1989) 1657-1664). 

EXEMPLE 7 : Construction d'un vecteur d'expression de L'ADNc de 
L'urate oxydase 
On a prepare Le plasmide p466, vecteur d'expression dans 
E. coli. Ce dernier comprend un fragment de pBR327 incluant 
15 L'origine de replication et le gene de resistance a L ' ampi c i I L i ne, 
il comprend egalement un promoteur synthetique d'E. coli (R. 
RODRIGUEZ et M. CHAMBERLIN "Promoters-Structure and function (1982) 
Preager), une sequence de Shine-Dalgarno, suivie d'un poLylinker 
presentant Les sites uniques Ndel et Kpnl, un terminateur de trans- 
20 cription (derive du phage fd) et Le gene Lac i. 

Ce plasmide a ete construit a partir d'un plasmide 
d'expression de L'hGH dans E. coli (p462) par substitution d'un 
fragment portant le gene de L'hGH par L'ADNc de L'urate oxydase. 

La construction du pLasmide p466 va maintenant etre 
25 decrite plus en detail dans L 'expose ci-apres dans lequel il sera 
fait reference aux figures 5, 6, 7, 8, 9. 

La figure 5 represente une carte de restriction du 
pLasmide p163,1. Les differents segments de restriction sont 
marques de maniere arbitraire selon La Legende ci-dessous : 

30 

= Segment d'ADN issu du pLasmide pBR322 



= Localisation de L'origine de replication (0RI) 
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= Segment d'ADN contenant La sequence codant pour un 
precurseur natureL de L ' hGH 



*.'.->' \- - Segment d'ADN du phage fd contenant un terminateur 

de transcription 



10 



15 



20 



25 



30 



^/ / ///// ~ Segment d'ADN contenant un promoteur-operateur 
hybride t ryptophane-Lactose UV5 



|P [ = Segment d'ADN codant pour La B-Lactamase (ApR : 

resistance a L ' ampi c i L L i ne) • 

La figure 6 represente La carte de restriction d'un 
pLasmide p160 dont Les fragments PvuI-XhoI-BamHI ( 1) et 
PvuI-ORI-BamHI (2) proviennent respectivement des pLasmides p163,1 
et pBR327 et dont Le petit fragment BamHI (2) -BamHI (1 ) est Le 
fragment 3 decrit ci- apres. 

La figure 7 represente La carte de restriction du 
pLasmide p373,2. Les differents segments de restriction sont 
marques de maniere arbitraire seLon La Legende ci-dessous : 



H ( f— = Sequence PvuI-BamHI issue du pLasmide pBR327 



= Sequence Pvul-Xhol issue du pLasmide p163,1 



/ / / / / / / / /, ~ Sequence XhoI-HincII issue du pLasmide p!63,1 
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Clal 



05 



Ndel PstI 



(Hindi) 



tt m i 




Fragment 4 decrit ci-apres 



X X XXX X = Fra 9 m ent 3 decrit ci-apres 



10 



15 



~". = Segment d'ADN du phage fd contenant un terminateur 
de transcription 

La figure 8 represente une carte de restriction du 
plasmide p462, Le fragment synthetique Bg LII-Hindl II defini ci- 
apres etant represente par : / f / 



La figure 9 represente une carte de restriction du 
plasmide p466, Le fragment Ndel-Kpnl comprenant Le gene codant pour 
20 L'urate oxydase etant represente par : 



A AA A 
A A A A 



1) Construction du plasmide p373,2 

La strategie mise en oeuvre fait appel a des fragments 

25 obtenus a partir de plasmides preexistants accessibles au public et 
a des fragments prepares par voie de synthese selon les techniques 
maintenant couramment utilisees. Les techniques de cLonage 
employees sont celles decrites par T. MANIATIS EF, FRITSCH et J. 
SAMBR00K, Cold Spring Harbor Laboratory (1982). La synthese des 

30 oligonucleotides est realisee a I'aide d'un synthetiseur d'ADN 
Biosearch U 600. 

On a soumis Le plasmide p163,1 (figure 5), decrit dans la 
demande de brevet EP-A-0245138 et deposee a la CNCM sous la refe- 
rence 1-530 Le 17 fevrier 1986, a une digestion par les enzymes 

35 Pvul et BamHI. Ce plasmide contient Le gene codant pour I'hGH. Le 
fragment PvuI-BarnHI - ci-apres fragment 1 - contenant le site 
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d'action de L'enzyme de restriction Xhol, represents sur La figure 
5, a ete purifie. 

De mime, on a soumis Le pLasmide pBR327, bien connu de 
L'homme de L'art, (cf. S0BER0N, X et aL., Gene, 9 (1980) 287-305) a 
05 une digestion par Les enzymes Pvul et BamHI. Le fragment PvuI-BamHI 
- ci-apres fragment 2 -, contenant L'origine de replication, a ete 
puri f ie. 

Puis on a prepare Le fragment 3, qui est un fragment 
synthetique BamHI ( 1 ) -BamHI (2) contenant Le gene Lac i et son promo- 
10 teur dont La sequence est La suivante sur LaqueLle Les deux extre- 
mites du brin sont reperees par Les nombres 1 et 2 pour preciser 
L'orientation du fragment dans Les plasmides decrits aux figures 6 
et 7. 

15 FRAGMENT 3 

BamHI (1) 

5' GATCC GCGGAAGCAT AAAGTGTAAA GCCTGGGGTG CCTAATGAGT 

20 GAGCTAACTT ACATTAATTG CGTTGC6CTC ACTGCCCGCT TTCCAGTCGG 
GAAACCTGTC GTGCCAGCTG CATTAATGAA TCGGCCAACG CGCGGGGAGA 
GGCGGTTTGC GTATTGGGCG CCAGGGTGGT TTTTCTTTTC ACCAGTGAGA 
CGGGCAACAG CTGATTGCCC TTCACCGCCT GGCCCTGAGA GAGTTGCAGC 
AAGCGGTCCA CGCTGGTTTG CCCCACGACC CGAAAATCCT GTTTGATGGT 

25 GGTTAACGGC GGGATATAAC ATGAGCTGTC TTCGGTATCG TCGTATC CCA 
CTACCGAGAT ATCCGCACCA ACGCGCAGCC CGGACTCGGT AATGGCGCGC 
ATTGCGCCCA GCGCCATCTG ATCGTTGGCA ACCAGCATCG CAGTGGGAAC 
GATGCCCTCA TTCAGCATTT GCATGGTTTG TTGAAAACCG GACATGGCAC 
TCCAGTCGCC TTCCCGTTCC GCTATCGGCT GAATTTGATT GCGAGTGAGA 

30 TATTTATGCC AGCCAGCCAG ACGCAGACGC GCCGAGACAG AACTTAATGG 
GCCCGCTAAC AGCGCGATTT GCTGGTGACC CAATGCGACC AGATGCTCCA 
CGCCCAGTCG CGTACCGTCT TCATGGGAGA AAATAATACT GTTGATGGGT 
GTCTGGTCAG AGACATCAAG AAATAACGCC GGAACATTAG TGCAGGCAGC 
TTCCACAGCA ATGGCATCCT GGTCATC CAG CGGATAGTTA ATGATCAGCC 

35 CACTGACGCG TTGCGCGAGA AGATTGTGCA CCGCCGCTTT ACAGGCTTCG 
ACGCCGCTTC GTTCTACCAT CGACACCACC ACGCTGGCAC CCAGTTGATC 



WO 91/00909 




PCT/FR90/00532 



6GCGCGAGAT TTAATCGCCG CGACAATTTG CGACGGCGCG TGCAGGGCCA 
GACTGGAGGT GGCAACGCCA ATCAGCAACG ACTGTTTGCC CGCCAGTTGT 
TGTGCCACGC GGTTGGGAAT GTAATTCAGC TCCGCCATCG CCGCTTCCAC 
TTTTTCCCGC GTTTTCGCAG AAACGTGGCT GGCCTGGTTC ACCACGCGGG 
□5 AAACGGTCTG ATAACAGACA CCGGCATACT CTGCGACATC GTATAACGTT 
ACTGGTTTCA CATTCACCAC CCTGAATTGA CTCTCTTCCG GGCGCTATCA 
TGCCATACCG CGAAAGGTTT TGCGCCATTC GATGGTGTCC G 3. 

BamHI(2) 

10 Les fragments 1, 2 et 3 ont ete alors Ligues de maniere a 

obtenir Le plasmide p160 represente sur La figure 6. 

Ce pLasmide a ete soumis a une digestion partielLe par 
Les enzymes de restriction Hindi et Pstl. Le grand fragment 
HincII-PstI, contenant L'origine de repLication et represente sur 

15 La figure 6, a ete ensuite ligue au fragment 4, represente ci- 
apres, qui est un fragment synthetique d'ADN portant une sequence 
codant pour Les 44 premiers acides amines d'un precurseur natureL 
de L'hGH et en amont de cette sequence des signaux de regulation. 



20 



25 



30 



FRAGMENT 4 



CLal 

TCGAGCTGACTGACCTGTTGCTTATATTACATCGA 



AGCTCGACTGACTGGACAACGAATATAATGTAGCT 

NdeJ 

TAGCGTAJ^GTGTGGAATTGTGAGCGATMCMTTTCACACAGmAACTTTAA 
ATCGATATTACACACCTTMCACTCGCCTATTGTTAAAGTGTGTCAAATTGAAATTCTTCCTCTATATGTA 
ATG GCT ACC GGA TCC CGG ACT AGT CTG CTC CTG GCT TTT GGC CTG CTC TGC CTG 



35 



TAC CGA TGG CCT AGG GCC TGA TCA GAC GAG GAC CGA AAA CCG GAC GAC ACG GAC 

MATGSRTSLLLAFGLLCL 
-26 
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;xbal 

CCC TGG CTT CAA GAG GGC AGT GCC TTC CCA ACC ATT CCC TTA TCT A6A CTT TTT 



ggg acc gaa gtt ctc ccg tca cgg aag ggt tgg taa ggg aat a6a tct gaa aaa 
05 pwlqegsafptiplsfAlf 

-1 1 

GAC AAC GCT ATG CTC CGC GCC CAT CGT CTG CAC CAG CTG GCC TTT GAC ACC TAC 



10 CTG TTG CGA TAC GAG GCG CGG GTA GCA GAC GTG GTC GAC CGG AAA CTG TGG ATC 

DNAMLRAHRLHQLAFLTY 

PstI 

CAG GAG TTT GAA GAA GCC TAT ATC CCA AAG GAA CAG AAG TAT TCA TTC CTG CA 



1 5 GTC CTC AAA CTT CTT CGG ATA TAG GGT TTC CTT GTC TTC ATA AGT AAG G 

QEFEEAYIPKEQKYSF 

44 

Dans ce fragment, Les acides amines sont designes par des 
20 Lettres selon Le code suivant : 



A 




Alanine 


M 




Met hi oni ne 


C 




Cysteine 


N 




Asparagine 


D 




Acide aspartique 


P 




Proline 


E 




Acide glutamique 


Q 




Glutamine 


F 




Pheny la lanine 


R 




Argi ni ne 


G 




Glycine 


S 




Seri ne 


H 




Hi stidine 


T 




Threonine 


I 




IsoLeucine 


V 




Valine 


K 




Lysine 


W 




Tryptophane 


L 




Leucine 


Y 




Tyrosine 



Sont successivement soulignees dans ce fragment les 
sequences -35 (TTGCTT) et -10 (TATAAT) de la sequence promotrice, 
35 et la sequence de Shine et Dalgarno bien connue de I'homme de 
I'art. 
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Le plasmide p380,1 a ete ainsi obtenu. 

Le plasmide p380,1 a ete ensuite soumis a une digestion 
par Les enzymes de restriction CLal et Ndel de maniere a en 
eliminer Le petit fragment Clal-Ndel du fragment 4 ci-dessus et a 
05 Lui substituer Le fragment CLal-Ndel ci-apres : 

CLal 

5* CGATAGCGTATAATGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACA 
TATCGCATATTACACACCTTAACACTCGC CTATTGT 

10 

Ndel 

ATTTCACACA GTTTTTCGCGA AGAAGGAGATATACA 
TAAAGTGTGTC AAAAAGCGCT TCTTCCTCTATATGTAT 5 ' 

Le plasmide resultant est le plasmide p373,2 (figure 7). 
2) Construction du plasmide p466 : 

Le plasmide p373,2 a ete soumis a une double digestion 
par Les enzymes Bglll et Hindlll. Le grand fragment issu de cette 
digestion a ete purifie et ligue avec un fragment d'ADN synthe- 
tique, dont La sequence donnee ci-apres est destinee a reconstituer 
La fin du gene de I'hGH suivie en 3' des sites de clonage Kpnl et 
SnaBI. 

B 

9 
I 
I 
I 

GATCTTCAAGCAGACCTACAGCAAGTTCGACACAAACTCACACAACGAT 
— — + — + — + + + 

AAGTTCGTCTGGATGTCGTTCAAGCTGTGTTTGAGTGTGTTGCTA 
GACGC ACTACTCAAGAACTACGGGCTGCTCTACTGCTTCAGGAAGGACATGGACAAGGTC 



CTGCGTGATGAGTTCTTGATGCCCGACGAGATGACGAAGTC CTTCCTGTACCTGTTCCAG 



15 



20 



25 



30 



35 
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F 

s 

P 
I 

05 GAGACATTCCTGCGCATCGTGCAGTGCCGCTCTGTGGAGGGCAGCTGTGGCTTCTAGTAA 

+ + + + + + 

CTCTGTAAG GACGCGTAGCACGTCACGGCGAGACACCTCCCGTCGACACCGAAGATCATT 

H 

10 i 

S n 
K n d 

p a I 

n B I 

15 I I I 

GGTACCCTGCCCTACGTACCA 



CCATGGGACGGGATGCATGGTTCGA 

20 Ce fragment comprend Les extremites cohesives BgLII et 

Hindlll. Le nouveau pLasmide ainsi forme p462 CCf. Fig. 8) comprend 
ainsi un site Kpnl et un site Ndel qui vont servir au cLonage du 
fragment portant I'ADNc de L'urate oxydase dans Le vecteur 
d'expression. 

25 Le pLasmide hybride derive de pTZ19R portant I'ADNc 

d'environ 1,2 Kb (clone 9C), de L'urate oxydase (voir exempLe 3) 
comprend un site Kpnl unique. Ce site est localise quelques paires 
de bases en aval du site de clonage de I'ADNc. D'autre part L'ADNc 
de L'urate oxydase contient un site AccI situe a proximite de 

30 L'extremite 5'. 

On a done isole et purifie le fragment Accl-Kpnl compre- 
nant la plus grande partie de cet ADNc . D'autre part on a synthe- 
tise deux oligonucleotides compLementai res dont la sequence donnee 
ci-apres : 
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5 ' -TAT6TCTGCGGTAAAAGCAGCGCGCTACGGCAAGGACAATGTTCGCGT 

ACAGACGCCATTTTCGTCGCGCGATGCCGTTCCTGTTACAAGCGCAGA-5 ' 

est destinee a reconstituer L'extremite 5' de L'ADNc. Ce fragment 
05 synthetique ainsi obtenu possede une extremite Ndel et une autre 
AccII. Le fragment et La sequence synthetique ont ete Ligues avec 
Le vecteur d'expression coupe par Kpnl et par Ndel. Cette Ligation 
a trois fragments permet d'obtenir Le vecteur d'expression nomme 
p466, de L'urate oxydase pour E. coLi (Cf. figure 9). Ce pLasmide a 
10 ete soumis a une serie d'hydroLyses enzymatiques par des enzymes de 
restriction, qui a permis de verifier La presence des sites de 
restriction attendus, en particuLier ceux portes par Le gene codant 
pour L'urate oxydase. 

Le pLasmide p466 contient done par construction un gene 
15 codant pour L'urate oxydase de sequence ci-apres : 

ATGTCTGCGG TAAAAGCAGC GCGCTACGGC AAGGACAATG TTCGCGTCTA 
CAAGGTTCAC AAGGACGAGA AGACCGGTGT CCAGACGGTG TACGAGATGA 
CCGTCTGTGT GCTTCTGGAG G6TGAGATTG AGACCTCTTA CACCAAGGCC 

20 GACAACAGCG TCATTGTCGC AACCGACTCC ATTAAGAACA CCATTTACAT 
CACCGCCAAG CAGAACCCCG TTACTCCTCC CGAGCTGTTC GGCTCCATCC 
TGGGCACACA CTTCATTGAG AAGTACAACC ACATC CATGC CGCTCACGTC 
AACATTGTCT GCCACCGCTG GACCCGGATG GACATTGACG GCAAGCCACA 
CCCTCACTCC TTCATCCGCG ACAGCGAGGA GAAGCGGAAT GTGCAGGTGG 

25 ACGTGGTCGA GGGCAAGGGC ATCGATATCA AGTCGTCTCT GTCCGGCCTG 
ACCGTGCTGA AGAGCAC CAA CTCGCAGTTC TGGGGCTTCC TGCGTGACGA 
GTACACCACA CTTAAGGAGA CCTGGGACCG TATCCTGAGC ACCGACGTCG 
ATGCCACTTG GCAGTGGAAG AATTTCAGTG GACTC CAGGA GGTCCGCTCG 
CACGTGCCTA AGTTCGATGC TACCTGGGCC ACTGCTCGCG AGGTCACTCT 

30 GAAGACTTTT GCTGAAGATA ACAGTGCCAG CGTGCAGGCC ACTATGTACA 
AGATGGCAGA GCAAATC CTG GCGCGCCAGC AGCTGATCGA GACTGTCGAG 
TACTCGTTGC CTAACAAGCA CTATTTCGAA ATCGACCTGA GCTGGCACAA 
GGGCCTCCAA AACACCGGCA AGAACGCCGA GGTCTTCGCT CCTCAGTCGG 
ACCCCAACGG TCTGATCAAG TGTACCGTCG GCCGGTCCTC TCTGAAGTCT 

35 AAATTG. 
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(Les nucleotides differents des nucleotides de I'ADNc isole d'A. 
flavus sont soulignes dans la sequence ci-dessus. Ces differences 
ont ete introduites sur le fragment synthetique Accl-Kpnl de facon 
a avoir en aval de L'ATG une sequence nuc leot i di que plus conforme a 

05 celles habi tuel lement rencontrees dans un gene procaryote) . 
EXEMPLE 8 : Expression de I'ADNc de I'urate oxydase 

La souche E. coli K12 RR1 (Bethesda research lab. Inc.) 
a ete transformed pour la resistance a I 'ampi ci I line avec le 
plasmide p466 et avec un plasmide temoin negatif pBR322. 

10 Des colonies resistantes a I ' ampi ci I line ont ete obtenues dans les 
2 cas. 

1 coLonie de chaque type a ete mise en culture dans du milieu (LB + 
ampicilline 100 ug/ml). Apres une nuit a 37°C sous agitation, les 
deux cultures ont ete diluees 100 fois dans du milieu (LB + 

15 ampicilline 100 ug/ml). Apres 1 h de culture on y ajoute de I'IPTG 
(Isopropyl 0-DThioga lactoside) 1 mM pendant 3 h. 
Immunodetection de I'urate oxydase par Western blot : 
1) Mode operatoire : 

On preleve du milieu de culture obtenu apres 3 h d'induc- 

20 tion a I'IPTG une fraction aliquote cor respondant a 0,2 ml a DO = 
1. On centrifuge cette derniere et on elimine le surnageant. On 
soumet ensuite Le culot a un Western blot, technique bien connue de 
I'homme de I 'art, qui comprend les etapes suivantes : 

- Solubi Lisation du culot par ebullition pendant 10 min dans un 
25 tampon denomme tampon de charge constitue de Tris HCl 0,125 M 

pH 6,8 SDS 4 '/., bleu de bromophenol 0,002 %, glycerol 20 '/., 0- 
mercaptoethanol 10 V. (selon le protocole decrit par LAEMMLI (U.K. 
LAEMMLI, Nature, 227 (1970), 680-685)), 

- separation electrophoretique des differentes proteines contenues 
30 dans le solubi lisat selon le protocole decrit par LAEMMLI (U.K. 

LAEMMLI, Nature, 227 (1970), 680-685), 

- transfert desdites Droteines contenues dans le gel sur un filtre 
de nitrocellulose (selon la technique de H . T0WBIN et al. Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 76^ (1979) 4350-4354), 
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Immunodetection, realisee seLon La technique de BURNETTE (W.W. 
BURNETTE Ana. Biochem. V1_2 (1981) 195-203), eLLe implique successi- 
vement : 

. Le rincage du fiLtre de ni t roce L Lu Lose pendant 10 min avec un 
05 tampon A (Tris-HCL 10 mM, NaCL 170 mM, KCL 1 mM) . 

. La mise en contact du fiLtre de ni troceL LuLose pendant 30 min 
a 37°C avec un tampon B (tampon A additionne de serum- 
aLbumine bovine a raison de 3 g pour 100 mL). 
. La mise en contact du fiLtre de ni t roce L LuLose pendant 1 h a 
10 37°C avec un immunserum (des anticorps poLycLonaux reconnais- 

sant L'urate oxydase d'A. fLavus). 
. Le rincage du fiLtre de nitroceL LuLose avec Le tampon B. 
. La mise en contact du fiLtre de nit roceL LuLose pendant 1 h a 
37°C avec une soLution de proteine G marquee a L'iode 125 a 
15 0,1 mi crocuri e/mL . 

. Le rincage du fiLtre avec Le tampon A. 
. Le sechage du fiLtre entre deux feuiLLes absorbantes. 
. La mise en contact d'un fiLm radi ographi que. 
. La reveLation du fiLm. 
20 2) ResuLtats : 

On constate que La souche transformee par Le pLasmide 
p466 surproduit une proteine de poids moLecuLaire apparent 
d'environ 33 KDa qui est reconnue par Les anticorps diriges contre 
L'urate oxydase d'A. fLavus et qui est absente dans La souche 
25 temoin. 

EXEMPLE 9 : Dosage de L'activite urate oxydase 

On preLeve du mi Lieu de cuLture obtenu apres 3 h d'induc- 
tion a I'IPTG dans Les conditions de cuLture decrites a L'exempLe 
precedent une fraction aLiquote correspondant a L'equivaLent de 
30 0,5 mL a DO = 1 . On centrifuge cette derniere et on eLimine Le 
surnageant. On reprend Les cuLots dans 1 mL de tampon TEA (Trietha- 
noLamine) 0,05 M pH 8,9. La suspension ceLLuLaire est soniquee 2 
fois pendant 30 s dans La gLace avec un sonicateur uLtrasonic W10 
(regLe a puissance 8 et intensite 4). Les extraits sont centrifuges 
35 a 10 000 g pendant 10 min, Les surnageants sont utiLises pour Le 
dosage . 
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On effectue Les operations ci— dessus pour quatre colonies 
prises au hasard d'E. coli K12 transforme par Le plasmide p466 
(colonies B^, et D^) et une colonie t ransf ormee par le 

plasmide pBR322) . 
1 ) Principe 

On suit la transformation de L'acide urique en allantoine 
par la diminution de I'absorbance a 292 nm. La reaction est la 
suivante : 



10 



15 




Urate oxydate 




H 2 NC0NH 



Acide urique 
(absorbant a 292 nm) 



H 2 0 + 0 2 




H 2 0 + C0 2 



Al lantoine 



20 2) Reactif s 

a) Tampon TEA 0,05 M pH 8,9/EDTA 

- dissoudre 7,5 g de TEA (reactif pour ana lyse-Prolabo ref. 
287.46.266) dans 400 ml d'eau distillee, 

- dissoudre 0,372 g de Complexon III (Merck-ref. 8418) dans 50 ml 
25 d' eau di st i I Lee, 

- reunir les deux solutions et completer a 500 ml (solution 1), 

- ajuster le pH de cette solution a 8,9 par HCl 0,2N, 

- completer a 1 000 ml avec de I'eau distillee (solution 2). 

b) Acide urique Solution stock 

30 - dissoudre 100 mg d'acide urique (Carbiochem ref. 6671) dans 50 ml 
de la solution 1, 

- ajuster par HCl 0,2N a pH 8,9, 

- completer a 100 ml par de I'eau distillee. 

La solution obtenue peut se conserver une semaine a 4°C. 
35 c) Acide urique Solution Substrat 

- prelever 1,5 mL de solution stock d'acide urique (carbiochem ref. 
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6671) et di luer a 100 mL avec du tampon TEA/reactif pour analyse- 
Prolabo ref. 287.46.266). 

Cette solution doit etre utilisee dans La journee. 

3) Mode operatoire 

05 On introduit dans La cuve de quartz d'un spectrbphoto- 

metre regie a 292 nm et thermostate a 30°C les volumes suivants : 

- 600 pi d'acide urique solution substrat (prechauffes a 30°C), 

- 100 pi des surnageants ci-dessus auxquels ont ete ajoutes 200 pi 
de TEA pH 8,9 (prechauffes a 30°C). 

10 On melange et on Lit le changement de densite optique 

toutes Les 30 s pendant 5 min. On en deduit AE, variation de La 
densite optique par minute. 

4) ResuLtats : 

L'activite A enzymatique urate oxydase exprimee en U/ml 
15 DO 1 est calcuLee a partir de la mesure de AE a L'aide de la 
formule : 

AE x Vr x d 
A = 



20 



I x V 
x V PE 



dans Laquelle les symboles Vr, d, I et Vp^ representent respecti- 
vement Le volume reactionnel (0,9 ml), le taux de dilution (2), Le 
coefficient d'extinction de L'acide urique a 292 nm (12,5) et le 
volume de la prise d'essai (0,3 ml). 
25 Les resultats obtenus sont rassembles dans le tableau 

(II) ci-apres : 
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TABLEAU (II) 



n c 


Souche d'E. coLi K12 
transformee par 


Activite urate oxydase 
(U/mL DO 1) 


PBR322 




< 0,001 






coLonie A^ 


0,086 


10 


p466 


coLonie 


0,119 






coLonie 


0,135 


15 




coLonie D„ 
1 


0,118 



II apparait clairement sur Le tableau ci-dessus que Les 
ceLLuLes d'E. coLi transformees par Le pLasmide p466 sont capabLes 
en presence d'IPTG de produire une activite urate oxydase. 
EXEMPLE 10 : Construction de trois vecteurs d'expression de L'ADNc 
de L'urate oxydase dans La Levure, Les plasmides 
PEMR469, pEMR473 et pEMR515 
La strategie mise en oeuvre fait appel a des fragments 
obtenus a partir de pLasmides preexistants accessibles au pubLic et 
a des fragments prepares par voie de synthese seLon Les techniques 
maintenant couramment uti Usees. Les techniques de clonage 
employees sont ceLLes decrites par T. MANIATIS, EF. FRITSCH et J. 
SAMBR00K dans "Molecular Cloning, a laboratory manual" (Cold Spring 
Harbor Laboratory, 1984). La synthese des oligonucleotides est 
realisee a L'aide d'un r. nthetiseur d* AON Biosearch 4 600. 

La description ci-apres sera mieux comprise a la lecture 
des figures 10, 11 et 12 qui representent respect ivement des 
cartes de restriction du plasmide pEMR414, et des plasmides 
PEMR469 ainsi que pEMR473. Les symboLes utilises sur ces figures 
seront precises dans L'expose ci-apres. Dans Le cas ou un site a 
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ete rendu franc par La polymerase de Kleenou, il Lui est affecte 
I'indice "°" ; lorsque Les sites ont ete supprimes par ligation, 
its sont indiques entre parentheses. 
1) Construction du plasmide pEMR469 : 
05 Ce plasmide a ete construit a partir du vecteur navette 

E. coli-levure pEMR414, construit par ligations successives des 
elements ci-apres : 

- le fragment PstI-HindIII° - symbolise par ++++ sur la figure 
10 - du plasmide pJDB207 (BEGGS, 1978 : Gene cloning in 

10 yeast-p. 175-203 dans : Genetic Engineering vol 2 - WILLIAMSON - 
Academic Press - London UK) comprenant la partie amont du gene de 
resistance a I 'ampici I line Amp R de pBR322 (Sutcliffe 1979 Cold 
Spring Symp. Quart. Biol. 43, 779) et un fragment de 2 u endogene 
forme B portant le gene LEU2 de S. cerevisiae partiel lenient delete 

15 de son promoteur (appele LEU2d) , le locus STB (REP3) et I'origine 
de replication du 2 u (HARTLEY et D0NELS0N, 1980, Nature, 286, 
860-865). L'extremite Hindlll de ce fragment a ete rendue franche 
par action de La polymerase de Kleenou. ELle est notee Hindlll 0 sur 
la figure 10. 

20 - le fragment Hindlll-Smal - represents par Iff sur la 

figure 10 - du chromosome V de levure contenant le gene URA3 avec 
son promoteur (ROSE et al., 1984, Gene, 29, p. 113-124). Ce 
fragment Hindlll-Smal provient du plasmide pFL1 (CHEVALLIER et 
al., 1980, Gene 11, 11-19)). L'extremite Hindlll de ce plasmide a 

25 ete rendue franche par I'action de La polymerase de Kleenou. 

- un fragment Saml-Bamhl - symbolise par sur la 
figure 10 - contenant une version synthetique du promoteur du gene 
ADH2 ne differant de la version naturelle decrite par RUSSEL et 
SMITH (RUSSEL et al., 1983). J. Biol. Chem. 258, 2674-2682) que par 

30 quelques paires de bases destinees a introduire des sites de 
restriction. (La sequence naturelle pourrait etre utilisee avec des 
resultats peu differents). La sequence de ce fragment est donnee 
ci-apres : 
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S M 
m I 
a u 
I I 

05 ^GGGACGCGTCTCCTCTGCCGGAACACCGGGCATCTCCAACTTATAAGTTGGAG 



CCCTGCGCAGAGGAGACGGCCTTGTGGCCCGTAGAGGTTGAATATTCAACCTC 

AAATAAGAGAATTTCAGATTGAGAGAATGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGGCAGAGGAGA 
— -+- + + + + + 

TTTATTCTCTTAAAGTCTAACTCTCTTACTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCCGTCTCCTCT 

S 
P 
h 
I 

GCATAGAAATGGGGTTCACTTTTTGGTAAAGCTAT AGCATGCCTATCACATATAAATAGA 



CGTATCTTTACCCCAAGTGAAAAACCATTTCGATATCGTACGGATAGTGTATATTTATCT 
20 GTGCCAGTAGCGACTTTTTTCACACTCGAGATACTCTTACTACTGCTCTCTTGTTGTTTT 



CACGGTCATCGCTGAAAAAAGTGTGAGCTCTATGAGAATGATGACGAGAGAACAACAAAA 

TATCACTTCTTGTTTCTTCTTGGTAAATAGAATATCAAGCTACAAAAAGCATACAATCAA 
25 + + + + + + 

ATAGTGAAGAACAAAGAAGAACCATTTATCTTATAGTTCGATGTTTTTCGTATGTTAGTT 



B 

C a 
30 I m 

a H 
I I 



▼ 

CTATCAACTATTAACTATATCGATAC CATATGGATCCGTCGACTCTAGAGGATCGTC 



35 GATAGTTGATAATTGATATAGCTATGGTATAC CTAGGCAGCTGAGATCTCCTAGCAG 



10 



15 
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B 
a 
m 

05 H 
GACTCTAGAG^ 



CTGAGATCTCCTAG 

10 - Le fragment Bglll-Hindlll - symbolise par flPfl^Hl sur La 

figure 10 - portant l'extremite 3' du gene PGK de levure. Ce 
fragment provient de La digestion complete a I'aide de Bglll du 
fragment Hindlll de L'ADN chromosomi que de levure, portant le gene 
PGK decrit par HITZEMAN et al. (1982 Nucleic Acids Res., 10, 

15 7791-7808) lequel ne presente qu'un site Bglll. Cette digestion 
permet d'obtenir deux fragments Hindll I-BgIII, dont Le plus petit 
d'environ 0,4 Kb, qui porte l'extremite 3' du gene PGK de levure 
est retenu. La sequence de ce dernier fragment est decrite par 
HITZEMANN et al. (reference citee ci-dessus). Le site Bglll est 

20 clone dans le site BamHI du fragment precedent (les sites BamHI et 
Bglll di sparaissent done) et le site Hindlll, rendu franc par 
action de la polymerase de Kleenow, est clone dans le site PvuII du 
fragment PvuII-PstI de pBR322 decrit ci-apres. 

- Le fragment PvuII-PstI - symbolise par xxx sur la figure 
25 10 - de pBR322 contenant I'origine de replication et La partie aval 

du gene de resistance a I ' ampi c i 1 1 ine Amp . 

Le plasmide pEMR414 ainsi constitue comporte done les 
elements suivants : 

- une origine de replication et un gene de resistance a 

R 

30 L * ampi c i I L i ne Amp permettant la replication et la selection du 

plasmide dans Les cellules E. coli- Ces elements permettent la 

transformation dans Les cellules de E. coli. 

- une origine de replication pour la Levure (ARS), Le Locus 
STB et le gene LEU2 de S. cerevisiae sans promoteur et Le gene URA3 

35 avec son promoteur de S. cerevisiae- Ces elements permettent la 

replication et La selection du plasmide dans les cellules de 
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S. cerevisiae ainsi qu'une efficacite de partition suffisante dans 
les cellules contenant le plasmide 2p endogene. 

Le plasmide pEMR414 a ete soumis a une digestion complete 
par les enzymes de restriction Nhel et Clal. Le petit fragment 
05 Nhel-Clal contenant le gene URA3, appele ci-apres fragment A, a ete 
puri f i e. 

Le plasmide pEMR414 a ete soumis a une digestion complete 
par les enzymes Nhel et BamHI. Le grand fragment Nhel-BamHI conte- 
nant notamment le gene LEU2d et I'origine de replication du 

10 plasmide pBR322, appele ci-apres fragment B, a ete purifie. 

On a prepare d'autre part le fragment synthetique 
Clal-AccI contenant le debut d'un gene codant pour la proteine 
deduite de la sequence de I'ADNc de I'urate oxydase (clone 9C) . Ce 
fragment comporte des modifications par rapport au clone 9C , 

15 introduites dans le but de mettre en place des codons usuels dans 
la levure (Cf. SHARP et al., 1986, Nucl. Ac. Res. Vol. 14, 13, 
pp. 5125-5143) sans changement des acides amines codes. La sequence 
de ce fragment, denomme ci-apres fragment C, est la suivante (les 
nucleotides soulignes sont ceux modifies par rapport au clone 9C) . 

20 

C A 
I c 
a c 
I I 
25 T 

CGATATACACAATGTCTGCTGTTAAGGCTGCTAGATACGGTAAGGACAACGTTAGAGT 

+ + + + + + 

TATATGTGTTACAGACGACAATTCCGACGATCTATGCCATTC CTGTTGCAATCTCAGA 

30 On a soumis le plasmide du clone 9C (Cf. figure 3) a une 

digestion par les enzymes AccI et BamHI. Le fragment AccI-BamHI 
qui contient La fin de I'ADNc de I'urate oxydase, ci-apres appele 
fragment D, a ete purifie. Ce fragment a la sequence suivante : 
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Accl 

r C7ACAAGG77CACAAGCACGAGAAG 
- - — — - + — 

(TGTTCCAACTGTTCCTGCTCTTC 

ACCGG7G7CCAGACGG7G7ACGAGA7GACC C7C7C7G7GC77C7GCAGCG7GAGA7TCAC 

~ + + + + + + 

TGGCCACAGGTCTGCCACATGCTCTACTGG CAGACACACGAAGACCTCCCACTC7AACTC 

ACC7C77ACAC.CAAGGCCCACAACAGCG7C ATTCTCGCAACCGACTCCATTAAGAACACC 

+ + + + + + 

TGGAGAATG7GGTTCCGGCTG7TGTCCCAG 7AACAGCG77GGC7GAGG7AA77C77G7GG 

ATTTACA7CACCGCCAAGCAGAACCCCG77 AC7CC7CCCGACC7G77CGGC7CCA7CC7G 

TAAA7G7AG7GGCGG77CG7C77GGGGCAA 7GAGGAGGGC7CGACAAGCCGAGGTAGGAC 

GGCACACAC7TCA77GAGAAGTACAACCAC ATCCATGCCGCTCACGTCAACATTG7CTGC 

CCG7G7G7GAAG7AAC7C77CA7G77GG7G TACG7ACCGCGAG7GCAG77G7AACAGACC 

CACCGC7GGACCCGGA7GGACA77GACCGC AAGCCACACCCTCACTCC77CA7CCGCGAC 

+ + + -t- — -f -♦■ 

G7GGCGACC7GGGCC7ACC7G7AAC7GCCG 77CGC7G7GCGAG7GAGGAAG7AGGCGC7G 

AGCGAGGAGAAGCGGAA7G7GCAGG7GGAC G7GG7CGAGGGCAAGGGCA7CGA7A7CAAG 

* * + — — •+ 

TCGC7CC7CT7CGCC77ACACG7CCACC7G CACCAGC7CCCG77CCCG7AGC7ATAG77C 

TCG7C7C7G7CCGGCC7GACCG7GCTGAAG AGCACCAAC7CGCAGT7C7GCGGC7TCC7G 

- •+-- + + + + 

AGCAGAGACAGGCCGGAC7GGCACCAC7TC 7CG7CG77CAGCG7CAAGACCCCGAAGCAC 

CG7GACGAG7ACACCACAC77AAGGACACC 7GGGACCG7A7CCTGAGCACCCACG7CGAT 

^ + + + + + 

GCAC7CC7CA7G7GG7G7GAA77CC7C7GG ACCC7GGCA7AGGAC7CG7GGCTGCAGC7A 

GCCAC77GGCAG7GGAAGAA777CAG7CGA C7CCAGGAGG7CCGC7CGCACGTGCC7AAG 

+ ♦ ♦ ♦ + 

CGG7GAACCG7CACC77C77AAAC7CACC7 GAGG7CCTCCAGGCCAGCG7GCACGGA7TC 

77CGA7GC7ACC7GGGCCAC7GC7CGCGAG G7CAC7C7GAAGAC7777GC7GAAGA7AAC 
+ + + + + + 

AAGC7ACGA7GGACCCGG7GACGAGCGC7C CAG7GAGAC77C7GAAAACGAC77C7A77G 

AG7GCCAGCG7GCAGGCCAC7A7G7ACAAG A7GGCAGAGCAAATCC7GGCGCGCCAGCAG 

— t- + + -f * + 

TCACGG7CGCACG7CCCG7GA7ACA7G77C TACCG7CTCG7TTAGGACCGCGCGG7CG7C 

C7GA7CGAGAC7G7CGAG7AC7CG77GCC7 AACAAGCAC7A77TCGAAA7CCACC7GAGC 

GAC7AGC7CTGACAGC7CA7CAGCAACCGA 77GT7CGTGATAAAGCTT7AGC7GGAC7CG 

TGGCACAAGGGCCTCCAAAACACCGGCAAG AACGCCGAGG7C7TCGCTCCTCAG7CGCAC 

~ ■*■ * - - + - — + + — ---- - + 

ACCG7G77CCCGGAGG7777G7GGCCG7TC 77GCGGC7CCAGAAGCGAGGAG7CAGCCTG 

CCCAACGG7C7GA7CAAG7G7ACCG7CGGC CGG7CCTCTCTGAAG7C7AAA77G7AAACC 
+ -• + + _____-___ + _« + 

GCG77GCCAGAC7AG77CACA7GGCAGCCG GCCAGGAGACACTTCAGA77TAACA777GG 

AACA7GA77C7CACG77CCGGAG777CCAA GGCAAACTCTATATAG7C7GCGATAGGG7A 
• ♦ ■ - t + + + - + 

TTG7AC7AAGAG7GCAAGGCC7CAAAGG77 CCG777GACA7A7A7CAGACCC7A7CCCAT 

7AGCA77CAT7CAC77G777777AC77CCA AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

* * ♦ * + + 

A7CG7AAG7AAG7GAACAAAAAA7G/JVGG7 77T7777TT77TT7777777T777777T7T 




eomHI 



777777777T7T777777777CCCGGCCC7 AG 
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Les fragments A, B, C et 0 ont ete ligues de maniere a 
obtenir Le pLasmide pEMR469 represente sur la figure 11, dans 
laquelle Les symboles ont La meme signification que sur La figure 
10, Les nouveaux fragments Clal-AccI et AccI-BamHI etant symbolises 
05 par 

2) Construction du pLasmide pEMR473 : 

Le pLasmide pEMR469 a ete soumis a une digestion complete 
par Les enzymes MLuI et Sphl. Le grand fragment MLuI-SphI contenant 
le gene de L'urate oxydase a ensuite ete ligue au fragment synthe- 
10 tique, de sequence donnee ci-apres, cor respondant a une partie 
(200 pb) de La sequence en amont de L'element TATA du promoteur 
GAL 7 de S- cerevisiae, LaquelLe comprend les sequences d'activa- 
tion amont (upstream activation sequences : UAS). 

15 

i 

u 

I 

CGCGTCT AT AC T TCGGAGCACTG T T GAGCGAAGGCT CAT TOGA TAT OT TTTCTGTCAT 
AGATATGAAGCCTCGTGAC AAC TCGCT TCCGAGTAATC TAT AT AAAAGACAGTA 
TTTCCTTAACCCAAAAATAAGGGAGAGGGTCCAAAAAGCGCTCGGACAACTGTTGACCGT 
AAAGGAAT TGGGTTTT TAT TCCCTCTCCCAGGT T T TTCGCGAGCCTGT TGACAACTGGCA 
GATCCGAAGGACTGGC TATACAGTGT TCACAAAATAGCCAAGCTGAAAATAATGTGTAGC 
CTAGGCT TCCTGACCGATATGTCACAAGTGTT TTATCGGTTCGACTTTTAT TACACATCG 

25 • S 

P 
h 
I 

CTT TAGC TATGT TCAGTTAGT T TGGCATG- 



20 



30 



GAAATCGA T AC A AG TCAATCAAACC' 



Le pLasmide pEMR473 ainsi obtenu est represente sur La 
figure 12, dans LaquelLe Les symboles ont la meme signification que 
dans la figure 11, le nouveau fragment MluI-SphI introduit etant 
symbolise par 



35 
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3) Construction du pLasmide pEMR515 : 

Le plasmide pEMR473 a ete soumis a une digestion 
partielle par I'enzyme Xbal et a une digestion totale par I'enzyme 
MLuI. Le grand fragment Xbal-MLuI a ete purifie. Ce fragment 

05 contient notamment Les sequences de L'origine de replication et Le 
Locus STB du 2u, Le gene LEU2d, Le gene de resistance a L'ampicil- 
Line Amp , L'origine de replication du pBR322 et La cassette 
d'expression de L'urate oxydase. IL ne contient en revanche ni Le 
gene URA3, ni La partie du 2u comprise entre Les sites Xbal et 

10 Nhel. 

Le grand fragment Xbal-MLuI a ete reci rculari se via 
L'adaptateur de sequence suivant comportant des extremites cohe- 
sives Xbal modifie et MLuI : 



15 Xbal modifie 

iGCTAGCG 

CGATCGCCCGGGCGTACGTGCGC 



^CTAGGCTAGCGGGCCCGCATGCA 



A 

MLuI 



20 Le pLasmide pEMR515 ainsi obtenu ne possede qu'un seul 

des trois elements du site FRT cible de La recombinase codee par 
le gene FLP du 2u. 

Les plasmides pEMR 469, pEMR473 et pEMR513 possedent Le 
gene codant pour L'urate oxydate de sequence ci-apres : 

25 

ATGTCTGCTG TTAAGGCTGC TAGATACGGT AAGGACAACG TTAGAGTCTA 
CAAGGTTCAC AAGGACGAGA AGACCGGTGT CCAGACGGTG TACGAGATGA 
CCGTCTGTGT GCTTCTGGAG GGTGAGATTG AGACCTCTTA CACCAAGGCC 
GACAACAGCG TCATTGTCGC AACCGACTCC ATTAAGAACA CCATTTACAT 

30 CACCGCCAAG CAGAACCCCG TTACTCCTCC CGAGCTGTTC GGCTCCATCC 
TGGGCACACA CTTCATTGAG AAGTACAACC ACATCCATGC CGCTCACGTC 
AACATTGTCT GCCACCGCTG GACCCGGATG GACATTGACG GCAAGCCACA 
CCCTCACTCC TTCATCCGCG ACAGCGAGGA GAAGCGGAAT GTGCAGGTGG 
ACGTGGTCGA GGGCAAGGGC ATCGATATCA AGTCGTCTCT GTCCGGCCTG 

35 ACCGTGCTGA AGAGCAC CAA CTCGCAGTTC TGGGGCTTCC TGCGTGACGA 
GTACACCACA CTTAAGGAGA CCTGGGACCG TATCCTGAGC ACCGACGTCG 
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ATGC CACTTG GCAGTGGAAG AATTTCAGTG GACTCCAGGA GGTC CGCTCG 
CACGTGCCTA AGTTCGATGC TACCTGGGCC ACTGCTCGCG AGGTCACTCT 
GAAGACTTTT GCTGAAGATA ACAGTGCCAG CGTGCAGGCC ACTATGTACA 
AGATGGCAGA GCAAATCCTG GCGCGCCAGC AGCTGATCGA GACTGTCGAG 
05 TACTCGTTGC CTAACAAGCA CTATTTCGAA ATCGACCTGA GCTGGCACAA 
GGGCCTCCAA AACACCGGCA AGAACGCCGA GGTCTTCGCT CCTCAGTCGG 
ACCCCAACGG TCTGATCAAG TGTACCGTCG GCCGGTCCTC TCTGAAGTCT 
AAATTG. 

10 EXEMPLE 11 : Transformation de La souche de Levure EMY761 , par Les 

plasmides P EMR469, PEMR473 et pEMR515 - Transfor- 
mation des souc hes de Levures EMY500 et GRF18 par le 
ptasmide DEMR51 5 - Transformation avec selection soit 

P our Lg prototrophie de L'uracile, soit pour La 

1 ^ prototrophie de Leucine 

On a utiLise comme souches receptrices trois souches de 
Saccharomyces cerevisiae non isogeniques : 

- La souche EMY761 (Mata, leu2, ura3, his3, gal) 

- La souche EMY500 (Mata, leu2, ura3, pep4) 

- La souche GRF18 (Mata, leu2, his3); 

La souche GRF18 est bien connue de L'homme de L'art 
(Gerry FINK, MIT, USA). Les souches EMY761 et EMY500 sont appa- 
rentees a La souche GRF18. EL Les ont ete obtenues par croisements 
successifs de La souche GRF18 avec une souche ura3 derivee de La 
25 SO L=he FL100 (deposee a L'ATCC sous Le n° 28 383) et avec La souche 
20B12 (Mata, tspl, pep4) decrite par E.W. JONES (E.W. JONES et at. 
(1977) Genetics, 85, 23). 

On peut obtenir La souche GRF18 par curage du pLasmide 
PEMR515 de La souche GRF18 pEMR515 (Leu + ) deposee a La CNCM sous La 
reference n° 1-920, Le 28 decembre 1989 et La souche EMY500 par 
curage du pLasmide pEMR515 de La souche EMY500 pEMR515 (Leu + ) 
deposee a La CNCM sous La reference n° 1-919, Le 28 decembre 1989. 

Ces souches contiennent des mutations (Leu2 et ura3 ), 
susceptibLes d'etre compLementees par Le marqueur de selection 
defectif LEU2d et Le marqueur de selection URA3, presents dans 
chacun des plasmides pEMR469 et pEMR473. 



20 



30 
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1) Tr3nSf0rmation avec selection pour La prototrophie ri» 

I 'uraci Le : 

Une coLonie de La souche EMY761 a servi a ensemencer 
100 ml d'un milieu appele milieu YP6 liquide (Cf. tableau III 
ci-apres). Lors de I'obtention d'une densite cellulaire de 
10 cellules par ml, les cellules ont ete traitees a L'acetate de 
lithium 0,2 M pour La transformation selon une technique bien 
connue de L ' homme de I'art, decrite par IT0 et al. (IT0 et al., 
1983, J. Bacteriology 153, 163-168). 

Les cellules EMY761 ont ete t ransf ormees en parallele 
avec environ 1 U g de chacun des pLasmides pEMR469 et pEMR473. Les 
cellules transformees sont selectionnees pour le caractere d'auxo- 
trophie d'uraciLe (ura + ) sur un milieu appele milieu solide sans 
uracile, (Cf. tableau III ci-apres). On a ainsi retenu un trans- 
forme EMY761 PEMR469 (ura + ) et un transforme EMY761 pEMR473 (ura + ). 
2) Tran sformation avec s election pour La prototrophie de leucine : 

La technique de transformation utilisee est une variante 
de celle decrite par Beggs et al. (Beggs et al. (1978), Nature 275, 
104-109). Elle consiste a soumettre Les levures a un traitement de 
20 protoplastisation en presence d'un stabilisant osmotique, le 
sorbitol en concentration 1 M. 

Le protocole precis de transformation est precise 

ci-apres : 

a) 200 ml du milieu YPG liquide (Cf. tableau III) sont ino- 
25 cules avec environ 5 x 10 6 cellules d'une culture en phase station- 

naire et la culture ainsi inoculee est placee une nuit sous agita- 
tion a 30°C. 

b) Lorsque La culture atteint environ 10 7 cellules par ml, 
les cellules sont centrifugees a 4 000 tr/min pendant 5 min et le 
culot est lave avec du sorbitol 1 M. 

c) Les cellules sont suspendues dans 5 ml de solution de 
sorbitol 1 n contenant 25 mM EDTA et 50 mM de dithiothreitol et 
incubees pendant 10 min a 30°C. 

d) Les cellules sont lavees une fois avec 10 ml de sorbitol 
35 1 M et suspendues dans 20 ml de sorbitol. De la zymolyase-100T 

(preparation obtenue par purification partielle sur colonne 
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d'affinite du surnageant de culture d* Arthobacter Luteus et 
contenant de La p-1 ,3-g Lucane-Lamina ri pentahydrolase, commercia- 
lisee par SEYKAGAKU KOGYO Co. Ltd) est ajoutee a une concentration 
finale de 20 ug/ml et on incube la suspension a temperature 
05 ambiante pendant environ 15 min. 

e) Les cellules sont resuspendues dans 20 mL d'un milieu 
contenant du sorbitol appele milieu YPG sorbitol (Cf. tableau III 
ci-apres) et incubees pendant 20 min a 30°C sous agitation douce. 

f) On centrifuge pendant 3 min a 2 500 tr/min. 

1 0 g) On resuspend dans 9 ml de tampon de transformation 

(sorbitol 1 M, tris-HCl de pH 7,5 10 mM et CaCl 2 10 mM) . 

h) On ajoute 0,1 ml de cellules et 5 pi de solution d'ADN 

(environ 5 ug) et on laisse la suspension obtenue pendant 10 a 

15 min a temperature ambiante. 
1 5 i) On ajoute 1 ml de la solution : polyethylene glycol 

PEG 4000 20 %, tris-HCl de pH 7,5 10 mM et CaCl 2 10 mM. 

j) On verse 0,1 ml de la suspension obtenue en i) dans un tube 

contenant du milieu solide de regeneration sans leucine (Cf. 

tableau III ci-apres) prea lablement fondu et maintenu liquide a 
20 environ 45°C. On verse la suspension sur une boite de Petri conte- 
nant une couche solidifiee de 15 ml de milieu de regeneration 

solide sans leucine. 

k) On repete I'etape j) avec le reste de la suspension cellu- 

laire obtenue en i). 
25 Les transformes commencent a apparaitre au bout de trois 

j ours . 

On a ainsi retenu les transformes EMY761 pEMR469 (leu + ), 
EMY761 pEMR473 (leu + ), EMY761 pEMR515 (leu + ), GRF18 pEMR515 ( leu + ) 
et EMY500 pEMR515 (leu + ). 
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TABLEAU III 



Principaux milieux utilises dans tes exempLes 11, 12, 13 et 14 



-milieu solide sans uracile 



6,7 g de base azotee de levure sans acides amines 

(Yeast nitrogen base without Amino Acids de DIFC0) 
5,0 g d'hydrolysat de caseine (Casamino acids de DIFC0) 
10 10 g de glucose 

20 g d'agar 

melanger tous les ingredients dans de I'eau distillee, completer 
le volume final all avec de I'eau distillee. Autoclaver 15 min 



a 120°C, 



- milieu liquide sans uracile 

Utiliser la formule du milieu solide sans uracile en omettant 



I'agar - Autoclaver 15 min a 120°C, 



- milieu solide sans leucine 



6,7 g de base azotee de levure sans acides amines 

(Yeast nitrogen base without Amino Acids de DIFC0) 

20 mg d'adenine 
25 20 mg d'uraci le 

20 mg de l-t ryptophane 

20 mg de l-histidine 

20 mg de l-arginine 

20 mg de l-met hi oni ne 
30 30 mg de l-tyrosine 

30 mg de l-isoleucine 

30 mg de l-lysine 

50 mg de l-pheny la lanine 

100 mg de l-acide glutamique 
35 150 mg de l-valine 

400 mg de l-leucine 



WO 91/00909 




PCT/FR90/00532 



20 g de glucose 
20 g d'agar 

melanger tous les ingredients dans L'eau distillee. Completer le 
volume final a 1 I avec de l'eau distillee - AutocLaver 15 min a 
120°C. Apres autoclavage, ajouter 200 mg de l-threonine et 100 mg 
d'acide l-aspartique. 



~ milieu solide de regeneration sans leucine 

utiliser la formuLe du milieu solide sans leucine en melangeant 
30 g d'agar au lieu de 20 et en ajoutant au melange 182 g de 
sorbi tol. 



15 - milieu liquide sans leucine 

utiliser la formule du milieu solide sans leucine en omettant 
I'agar - AutocLaver 15 min a 120°C. Apres autoclavage, ajouter 
200 mg de l-threonine et 100 mg d'acide l-aspartique. 

20 ~ ~ " 

- milieu YP liquide 

10 g d'extrait de levure (Bacto-yeast extract de DIFC0) 
20 g de peptone (Bacto-peptone de DIFC0) 

melanger les ingredients dans de l'eau distillee. Completer le 
25 volume final a 1 I avec de l'eau distillee - Autoclaver 15 min a 

120°C. 



30 



mi L ieu YPG I iquide 

ut-i^iser la formule du milieu YP liquide auquel on ajoute, apres 
autoclavage, du glucose a une concentration de 20 g/l. 
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- milieu YPG sorbitol 

utiliser la formule du milieu YPG liquide auquel on ajoute, apres 
autoclavage, du sorbitol a une concentration de 1 M. 



- milieu YP ethanol-qlycerol 

utiliser la formule du milieu YP liquide. Apres autoclavage, 
ajouter 10 ml d'ethanol 100 % (1 % final) et 30 g de glycerol. 



- milieu YP ethanol-g lycero l-ga lactose 

utiliser la formule du milieu YP liquide. Apres autoclavage, 
ajouter 10 ml d'ethanol 100 '/., 30 g de glycerol et 30 g de galac- 
tose . 



EXEMPLE 12 : Expression en erlenmeyer de I'ADNc de I'urate oxydase 
par les souches EHY761 pEMR469 (ura + ), EMY761 pEMR473 
(ura" * "), EMY761 pEMR469 (leu*) et EMY761 pEMR473 
20 ( leu ) - Immunodetection par Western Blot, dosage de 

I'activite urate oxydase et des proteines solubles 
1) Expression de I'ADNc de I'urate oxydase : 

a) Souches se lect i onnees sur milieu sans uracile 

Une colonie de chacune des souches EMY761 pEMR469 (ura + ) 
25 et EMY761 pEMR473 (ura + ) a ete mise en culture dans 20 ml de milieu 
liquide sans uracile (Cf. tableau III, exemple 11). Apres une nuit 
a 30°C sous agitation, les deux cultures ont ete centrifugees 
pendant 10 min a 7 000 tr/min. Les culots ont ete repris dans 
10 ml d'eau distil lee sterile et de nouveaux centrifuges pendant 
30 10 min a 7 000 tr/min. L'expression de I'urate oxydase a ete 
induite en reprenant les cellules dans 20 ml de milieu YP 
ethanol-glycerol (Cf. tableau III, exemple 11) pour la souche 
EMY761 pEMR469 (ura + ) et 20 ml de milieu YP 

ethanol-glycerol-ga lactose (Cf. tableau III, exemple 11) pour la 
35 souche EMY761 pEMR473 (ura + ) . Les cultures ont ete replacees a 
30°C sous agitation pendant 22 h. 
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b) Souches selectionnees sur milieu sans Leucine 

Dans un premier temps, une colonie de chacune des souches 
EMY761 pEMR469 (Leu + ) et EMY761 pEMR473 (Leu + ) a ete mise en 
culture dans 20 ml de milieu liquide sans leucine (Cf. tableau III, 

05 exemple 11). Ceci a permis d'obtenir et de maintenir un nombre de 
copies de plasmides eleve en pratiquant la selection pour la 
complementation de la mutation Leu2 par le gene LEU2d porte par 
les plasmides pEMR469 et pEMR473. 

Apres une nuit a 30°C sous agitation, les deux cultures 

10 ont ete centrifugees pendant 10 min a 7 000 tr/min. Les culots ont 
ete repris dans 10 ml d'eau distillee sterile et de nouveau centri- 
fuges pendant 10 min a 7 000 tr/min. L ' expression de I'urate 
oxydase a ete induite en reprenant les cellules dans 20 ml de 
milieu YP ethanol-g lycerol pour la souche EMY761 pEMR469 (Leu + ) et 

15 20 ml de milieu YP et hano l-g lycero l-ga lactose (Cf. tableau III, 
exemple 11) pour la souche EMY761 pEMR473 (leu + ). Les cultures ont 
ete replacees a 30°C sous agitation pendant 22 h. 

c) Souche temoin 

La souche EMY761 non transformed, c'est-a-dire sans 
20 plasmide, a ete cultivee comme ci-dessus. Elle a subi d'une part 
I'induction dans 10 ml de milieu liquide YP ethanol-glycerol et, 
d'autre part, I'induction dans 10 ml de milieu YP ethano l-g lycero l- 
galactose. 

2) Preparation des echanti lions : 

23 a) Les cellules cultivees en 1a), 1b) et 1c) ont ete 

centrifugees et le surnageant a ete elimine. Les culots ont ete 
repris dans 10 ml d'eau distillee et centrifuges pendant 10 min a 
7 000 tr/min. Les culots ainsi laves ont ete repris dans environ 
1 ml de tampon de triethanolamine TEA de pH 8,9. Environ 300 ul de 

30 cellules ainsi reprises ont ete Usees en presence de billes de 
verre (de 400 a 500 urn de diametre) representant environ La moitie 
du volume final. Ce melange a ete vortexe vigoureusement pendant 
1 min, 4 fois, les echanti I Ions etant places pendant 30 s dans la 
glace entre chaque broyage. Le liquide a ete retire des tubes avec 

35 une pipette pasteur et transfere dans un microtube. Les billes de 
verre ont ete lavees 1 fois avec environ 200 ul de tampon TEA de 
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pH 8,9. Les billes ont ete vortexees pendant 1 min, 1 fois, et Le 
Liquide a ete retire a la pipette pasteur pour etre ajoute au Lysat 
precedent. Le Lysat a ete ensuite centrifuge dans un microtube 
pendant 5 min a 7 000 tr/min. Le surnageant a ete precaut ionneuse- 

05 ment retire et conserve a -20°C pour Le Western Blot, Le dosage de 
L'activite urate oxydase et Le dosage des proteines. Le cuLot des 
ceLlules lysees a ete conserve separement a -20°C pour Le Western 
BLot (Cf. 3) ci-dessous). 

D'autre part, des pre levements des cultures realisees en 

10 1a) et 1b) ont ete realises comme suit avant L'induction : 2 ml de 
culture ont ete centrifuges pendant 10 min a 7 000 tr/min. Les 
culots ont ete repris dans 500 pi d'eau distillee et de nouveau 
centrifuges pendant 5 min a 7 000 tr/min. Les cuLots ont ete repris 
dans environ 200 pi de tampon TEA de pH 8/9 et Lyses comme 

15 ci-dessus en presence de billes de verre. Les surnageants et les 
culots des cellules lysees ont ete conserves a -20°C separement. 
3) Immunodetection de L'urate oxydase par Western Blot : 
a) Mode operatoire 

Les cuLots et Les surnageants des differents echanti Lions 

20 ont ete soumis a un Western Blot, technique bien connue de L'homme 
de L'art, qui comprend Les etapes suivantes : 

- so lubi I i sat ion du cuLot par ebullition pendant 10 min dans un 
tampon denomme tampon de charge constitue de tris-HCl 0,125 M 
pH 6,8 SDS 4 '/., bleu de bromophenol 0,002 X, glyceroL 20 %, 

25 0-mercaptoethanol 10 % (selon le protocole decrit par LAEMML I 

(U.K. LAEMMLI, Nature, 227 (1970), 680-685)), (etape mise en 
oeuvre uniquement pour les culots), 

- separation electrophoreti que des differentes proteines contenues 
dans Le soLubilisat selon Le protocole decrit par LAEMMLI (U.K. 

30 LAEMMLI, Nature, 227 (1970), 680-685), 

- transfert desdites proteines contenues dans le gel sur un filtre 
de nitrocellulose (selon La technique de H. T0WBIN et al- Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 76 (1979) 4350-4354), 

L ' i mmunodetect i on, realisee selon la technique de 
35 BURNETTE (W.W. BURNETTE Ana. Biochem. VV2 (1981) 195-203), implique 
successi vement : 
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Le rincage du fiLtre de ni t rocel Lu Lose pendant 10 min avec 
un tampon A (tris-HCL 10 mM, NaCL 170 mM, KL 1 mM) . 
La mise en contact du fiLtre de nitroceL LuLose pendant 
30 min a 37°C avec un tampon B (tampon A additionne de 
serum-a Lbumine bovine a raison de 3 g pour 100 mL). 
La mise en contact du fiLtre de nitroceL LuLose pendant 1 h 
a 37°C avec un immunserum (des anticorps poLycLonaux 
reconnai ssant L'urate oxydase d'A. fLavus). 
Le rincage du fiLtre de nitroceLLuLose avec Le tampon B. 
La mise en contact du fiLtre de nitroceLLuLose pendant 1 h 
a 37°C avec une soLution de proteine 6 marquee a L'iode 125 
a 0,1 microcurie/mL. 

Le rincage du fiLtre avec Le tampon A. 
Le sechage du fiLtre entre deux feuiLLes absorbantes. 
La mise en contact d'un fiLm radiographique. 
La reveLation du film, 
b) ResuLtats 

On constate que Les souches EMY761 pEMR469 (ura + ), EMY761 
PEMR473 (ura + ), EMY761 pEMR469 CLeu + ) et EMY761 pEMR473 (Leu + ) 
20 produisent une proteine de poids moLecuLaire apparent d'environ 
33 KDa qui est reconnue par Les anticorps diriges contre L'urate 
oxydase d'A. fLavus et qui est absente de La souche temoin. 

On constate egalement que Les souches non induites ne 
produisent pas ou tres peu de La proteine decrite ci-dessus. 
25 La comparaison entre Les quantites de cette proteine pour 

Les cuLots et Les surnageants permet de deduire qu'environ 80 % de 
ceLLe-ci est sous forme soLubLe dans Le Lysat. 
4) Dosage de L'activite urate oxydase : 

L'activite urate oxydase a ete mesuree sur Les surna- 
30 geants des ceLLuLes Lysees seLon Le mode operatoire decrit a 
L'exempLe 9 ci-dessus. 

Les resuLtats obtenus sont rassembLes dans Le tabLeau 
(IV) ci-apres. CeLui-ci precise pour chaque souche induite au 
gLyceroL-ethanoL, induite au g LyceroL-et hano L-ga Lac tose ou non 
35 induite, L'activite urate oxydase en U/mL. 



05 



10 



15 
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TABLEAU IV 



Souche / Inducteur Activite urate oxydase 

(U/ml) 



05 



10 



15 



EMY761/YP ethanol-glycerol-ga Lactose 


< 


0,1 


EMY761/YP ethanol-glycerol 


< 


0,1 


EMY761 


pEMR469 (ura + )/(non induit) 




0,4 


EMY761 


PEMR469 (ura + )/YP ethanol-glycerol 




12 


EMY761 


pEMR469 (Leu + )/(non induit) 




0,17 


EMY761 


PEMR469 (Leu + )/YP ethanol-glycerol 




36 


EMY761 


pEMR473 (ura + )/(non induit) 


< 


0,1 


EMY761 


PEMR473 (ura + )/YP ethanol- 
g lycerol-g a Lactose 




12,5 


EMY761 


PEMR473 (Leu + )/(non induit) 


< 


0,1 


EMY761 


PEMR473 (Leu + )/YP ethanol- 
gLyceroL-g a Lactose 




15,3 



IL apparait cLairement sur Le tableau ci-dessus que Les 
cellules levure transf ormees par ces plasmides pEMR469 et pEMR473 
sont capables apres induction de produire une activite urate 
oxydase . 

5) Dosage des proteines totales solubles dans les lysats : 

Le kit protein assay de BI0RAD a ete utilise pour doser 
les proteines totales presentes dans le surnageant des cellules 
lysees. II est base sur I ' observation que I'absorbance maximum pour 
une solution acide de bleu brillant de Coomassie g-250 passe de 
465 nm a 595 nm lorsque des proteines viennent s'y fixer (Cf. 
Reisner et al., Anal Biochem, 64, 509-C1975)). 
a) Mode operatoire 

On introduit dans la cuve d'un spectrophotometre regie a 
595 nm les volumes suivants : 

- 10 pi d ' echant i I Ion auxquels ont ete rajoutes 790 pi d'eau 
di st i L lee 

- 200 pi de "Dye reagent" concentre (Biorad). 
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On melange et on Lit La densite optique a 595 nm. Une 
gamme etalon avec des concentrations croissantes de BSA (Bovine 
Serum Albumine) a ete realisee ainsi. On Lit La concentration 
inconnue des proteines totaLes des Lysats sur La courbe etalon 
05 obtenue. 

b) ResuLtats 

Les principaux resultats obtenus sont rassembles dans Le 
tableau V ci-apres. CeLui-ci precise pour chaque souche induite au 
glycerol-ethanol, induite au glycerol-ethanol-galactose ou non 
10 induite. La quantite (en mg/ml) de proteines totaLes solubles 
ainsi que le pourcentage d'urate oxydase dans les proteines 
totaLes solubles (on admet ici que I'activite specifique de La 
proteine recombinante est identique a celle de L'urate oxydase 
obtenue a partir d'A. flavus : 30 U/mg). 

15 

TABLEAU V 







Proteines 


% d'urate 






totales 


oxydase dans Les 


20 


Souche / Inducteur 


solubles 


proteines totales 






mg/mL 


solubles 




EMY761 /g ly ce ro l-et hano L 


5,3 


< 0,05 




EMY761 /g lyce ro L-et hano l-ga lactose 


5,8 


< 0,05 


25 


EMY761 pEMR469 (ura + )/non induit 


8,5 


0,25 




EMY761 p0*K469 (ura + )/glycerol-ethanol 


5,3 


4,7 




EMY761 pEM?469 (leu + )/non induit 


1,7 


0,3 




EMY761 pEHRA69 (Leu + )/glyceroL-ethanol 


5,9 


20 




EMY761 pEMR473 (ura + )/non induit 


10,3 


< 0,05 


30 


EMY761 pEMR473 (ura + )/glycerol-ethanoL-gaLactose 


6,5 


6,4 




EMY761 pEMRA73 (leu + )/non induit 


0,5 


< 0,05 




EMY761 PEMR473 (Leu + )/glycerol-ethanoL-gaLactose 


3,9 


13 



On constate que Le taux de production de l'urate oxydase 
varie de 5 a 20 % selon les t ransf ormants et Le mode de selection 
des t ransf ormes (leu + »). 
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SXEMPLE 13 : Expression en fermenteur de 2,5 I de L'ADNc de 

L 'urate oxydase pour la souche EMY761 pEHRA73 (ura* ) 
1) ProtocoLe de fermentation : 
a) Mi Lieux 
05 Hi lieu inocuLum 

Une colonie de La souche EMY761 pEMR473 (ura + ) a ete 
mise en culture dans 200 ml de milieu liquide sans uracile (Cf. 
tableau III, exemple 11). La culture est poursuivie pendant une 
nuit sous agitation jusqu'a une DO d'environ 3. 



10 



Milieu de culture A 



pour 1 I d'eau purifiee 
sur un appareil de type MilLi-q 



15 glucose 30 g 

glycerol 30 g 

hydrolysat de caseine 30 g 
(Casamino-acids de DIFC0) 

base azotee de levure 15 g 
(Yeast Nitrogen Base de DIFC0) 

20 extrait de levure 2,5 g 
(Yeast extract de DIFC0) 

K 2 HP0 4 3 g 

MgS0 A ,7H 2 0 0,5 g 



Milieu additionnel B 



pour 100 ml d'eau purifiee 
sur un appareil de type Milli-Q 

glycerol 30 g 

hydrolysat de peptone 30 g 

30 (le Primatone de G. Sheffield) 

base azotee de levure 15 g 

(Yeast Nitrogen Base de DIFC0) 

extrait de levure 5 g 

(Yeast extract de DIFC0) 



35 
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K 2 HP0 4 3 g 

MgS0 4 ,7H 2 0 0,5 g 

b) Parametres de -fermentation 
05 Bioreacteur de 2,5 I de volume total equipe de deux turbines 

temperature = 30°C 
pH = 5 

pression partielle en oxygene = 30 mmHg 
debit d'air = 1 l/min. 
10 Le bioreacteur est rempli avec 1,5 I du milieu A et est 

ensemence avec 150 ml de I 'inoculum. 

line fois que le glucose est epuise a DO 2,5 vers DO 17, 
L'induction a lieu par addition d'un volume de 150 ml de galactose 
a 20 7. poids/vo Lume . La croissance est poursuivie, puis Le milieu 
15 additionnel B est ajoute aux environs de DO 30. 

La croissance se prolonge une quinzaine d'heures et la 
recolte a ete effectuee a une DO 104. 
2) Preparation et analyse des echanti lions : 

Les echanti lions ont ete prepares comme decrit dans 
20 I'exemple 9 2) a) a partir de la culture en fermenteur. Deux prele- 
vements ont ete realises : Le premier apres 7 h d'induction, le 
second apres 22 h d'induction. 

Sur ces deux Lysats obtenus apres lyse des cellules, Les 
tests suivants decrits dans I'exemple 9 ont ete realises : 
25 - immunodetection par Western Blot 

- dosage de I'activite bioLogique 

- dosage des proteines totales. 

Les resultats obtenus sont les suivants. 
a) Immunodetection par Western Blot 
30 On constate que la souche EMY761 pEMR473 (ura + ) cuLtivee 

en fermenteur de 2 L produit une proteine de poids moleculaire 
apparent de 33 KDa qui est reconnue par les anticorps diriges 
contre L'urate oxydase d'A. flavus : (prepares chez le lapin selon 
des techniques bien connues de I'homme de I'art : Cf. VAITUKAITIS 
35 et al. (1981) "Methods in Enzymology" Academic Press, New York, 
vol. 73, p. 46) et qui est absente dans la souche temoin. 
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b> Dosage de I'activ/ite bioloqique 

Les resultats obtenus sont rassembles dans Le tableau VI 

ci-apres : 



TABLEAU VI 



10 



Souche / Temps d" induction 


U/ml 


EMY761 pEMR473 (ura + )/7 h 
EMY761 pEMR473 (ura + )/22 h 


9 

12,5 



On constate que La souche EMY761 pEMR473 (ura + ), cultivee 
en fermenteur, est capable, apres induction, de produire une 
activite urate oxydase. 

15 

cJ Dosage des proteines totaLes solubles 

Les resultats sont rassembles dans le tableau VII ci- 
apres : 

TABLE AU VII 

20 



25 





Proteines 


7. d'urate oxydase 


Souche / Temps d'induction 


totales 


dans les proteines 




solubles 


totales solubles 




mg/ml 




EMY761 pEMR473 (ura + )/7 h 


5,2 


5,7 


EMY761 pEMR473 (ura + )/21 h 


6,2 


6,6 



30 

Ces resultats indiquent que le taux de synthese en urate 
oxydase de la souche EMY761 pEMR473 (ura + ) cultivee en fermenteur 
est d'environ 5 % de proteines totales de la cellule apres 7 h et 
21 h d * i nduct ion. 
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EXEMPLE 14 : Expression en erlenmeyer de L'ADNc de L'urate oxydase 
par Les souches EMY761 pEMR515 (leu' * '), EMY500 pEMR515 
(Leu" * ") et GRF18 pEMR515 (leu" *") 
05 Une coLonie de chacune des trois souches ci-dessus a ete 

mise en culture dans 20 ml de milieu liquide sans leucine. 

Apres une nuit a 30°C sous agitation, les trois cultures 
ont ete centri fugees pendant 10 min a 7 000 tr/min. Les culots 
cellulaires ont ete repris dans 10 ml d'eau distillee sterile et de 
10 nouveau centrifuges pendant 10 min. L ' expression de l'urate oxydase 
a ete induite en reprenant les cellules dans 20 ml de milieu YP 
ethanol-glycerol-galactose (Cf. tableau I, exemple 8). Les cultures 
ont ete replacees a 30°C sous agitation pendant environ 20 h. En 
temoin, une culture de chaque souche hote, non transformed, a ete 
15 effectuee. 

Les cellules de chacune des six cultures sont reculotees 
par centri fugation et le surnageant est elimine. Les culots ont ete 
repris dans 10 ml d'eau distillee et centrifuges pendant 10 min a 
7 000 tr/min. Les culots ainsi laves ont ete repris dans environ 

20 1 ml de tampon TEA de pH 8,9 et le broyage ainsi que I 'elimination 
des particules par centri fugation ont ete realises comme decrit 
dans I'exemple 9, 2). Le surnageant de chaque culture sert comme 
precedemment a un dosage de L'urate oxydase et des proteines 
totales. Les principaux resultats obtenus sont rassembles dans le 

25 tableau VIII ci-apres : 
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TABLEAU VIII 



Souche/Conditions de 
culture 


Activite 
urate oxydase 
(U/mL) 


Proteines totales 
solubles (mg/ml) 


7. d' urate oxydase 
dans les proteines 
solubles 


GRF18 PEMR515 (Leu + )/a) 


< 0,1 


2,2 


< 0,05 


EMY500 pEMR515 (Leu + )/a) 


< 0,1 


0,9 


< 0,05 


EMY761 pEMR515 (Leu + )/a) 


< 0,1 


1,8 


< 0,05 


GRF18 PEMR515 (Leu + )/b) 


38 


5,4 


23 % 


EMY500 pEMR515 (Leu + )/b) 


20 


2,5 


26 7. 


EMY761 pEW*515 (Leu + )/b) 


33 


4,2 


26 % 



a) : les souches sont cultivees en presence de glucose (conditions 

de non-induction) 

b) : les souches sont cultivees en absence de glucose et en 

presence de galactose (induction). 

Ces resultats montrent que I'on peut obtenir un haut 
niveau d'expression d'urate oxydase avec trois souches receptrices 
non isogeniques t ransf ormees par le vecteur d'expression selon 
1 1 inventi on. 

EXEMPLE 15 : Expression en fermenteur de 2,5 I de I'ADNc de I'urate 
oxydase pour la souche EMY500 pEMR515. Purification et 
caracteri sation partielle de I'urate oxydase recom- 
bi nante 

1) Culture en fermenteur de 2,5 I de la souche EMY500 pEMR515 : 

La culture de la souche EMY500 pEMR515 se fait en fermen- 
teur et se deroule de la maniere suivante : 
a) Phase de preculture en erlenmeyer 

A partir de 1 ml de solution dans un milieu contenant 
20 % de glycerol de la souche EMY500 pEMR515 avec un nombre de 
cellules correspondant a une DO de 2,35, on ensemence un erlenmeyer 
de 500 ml contenant 90 ml de milieu de croissance phase autoclave 
MCPA complemente par 1,28 g de MES (2/N-morpholino/-ethanesulf oni c 
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acid : Sigma n r-i 8250) et 10 ml de milieu de croissance phase 
filtree. MCPF. Les compositions des milieux HCPA et MCPF sont pre- 
cisees ci-apres. Apres 24 heures d ' incubation, sous agitation a 
30°C, la densite optique de la culture est d'environ 7. 

05 

b) Phases de culture en fermenteur 

La culture ci-dessus est utilisee pour ensemencer un -fer- 
menteur 2,5 I, contenant le milieu de culture de composition sui- 
vante : 

10 900 ml de MCPA 

+ 200 ml de MCPF 



Le pH de la culture est regule par le fermenteur a la 

valeur de consigne qui est 5,5. Apres 6 a 7 h de culture a 30°C, on 

15 ajoute de maniere lineaire et pendant 9 h, 72 ml d'une solution de 
glucose a 500 g/l soit en tout 36 g de glucose. 



c) Phase d'expression 

Au melange precedemment decrit, on ajoute 100 ml de 
20 milieu d'expression phase autoclavable MEPA et 150 ml de milieu 
d'expression phase filtree MEPF (dont les compositions sont pre- 
cisees ci-apres). La culture est alors continuee pendant 5 h. Puis, 
on ajoute de facon lineaire, pendant 20 h, 150 ml d'une solution 
contenant 30 g de galactose, 15 g de glycerol et 36 g d'ethanol. On 
25 obtient alors une D.0. voisine de 160. 



30 



COMPOSITION CHIMIQUE DES MILIEUX DE CROISSANCE ET D ' EXPRESSION 
- Milieu de croissance phase autoclavable MCPA 

pour 900 ml final 

NT A (acide nitri lotriacetique) 1,2 g 

extrait de levure (DIFC0) 6 g 

K 2 S0 4 1,2 g 

NaCl 0,6 g 

35 MgS0 4 , 7H 2 0 1,2 g 
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840 mg 
108 mg 
4,44 g 
30 g 
2,16 g 
600 mg 
1,2 g 
5 ml 

1,2 g 

10 

Liste des oligoelements I 

pour 1 I d'eau ultrapurif iee 



CuSO^, 5H 2 0 


780 


mg 


H 3 B0 3 


5 


g 


ZuSO^, 7H 2 0 


3 


g 


KI 


1 


g 


MnS0 A , 2H 2 0 


3,5 


g 


Na 2 M0 A , 2H 2 0 


2 


g 


FeCl„, 6H_,0 


4,8 


g 



Ajouter a La solution 100 ml d'acide chlorhydri que concentre. 
Completer a 1 000 ml. 

25 - Milieu de croissance phase filtree HCPF 

pour 200 ml final d'eau ultrapurif iee 



KH 2 P0 4 4,8 g 

30 tryptophane 420 mg 

vitamine I (Cf. ci-apres) 5 ml 

glucose 36 g 



CaCl 2 , 2H 2 0 
FeCl 3 

acide glutamique 
HYCASE SF (Sheffield Products) 
05 leucine 

hi stidine 
methionine 

oligoelements I (Cf. ci-apres) 
urac i le 
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Chauffer pour dissoudre, temperer, ajouter les vitamines I et 
filtrer a 0,2 p. 



WO 91/00909 



PCT/FR90/00532 



67 



Liste des vitamines I 



pour 100 ml final d'eau ultrapurifie 



05 


biotine 
aciae Tolique 
ni acine 

(acide nicotinique 


1 ,2 mg 
1 mg 
144 mg 




pyridoxine. HCl 


60 mg 
240 mg 
1,2 g 
2,4 q 


10 


thiamine. HCl 
pantothenate de calcium 
mesoinositol 




Completer a 100 ml apres dissolution. 





Filtrer a froid sterilement a 0,2 u 

15 

" MiLie " d'expression phase autoclavable MEPA 



pour 100 ml d'eau ultrapurif iee 



20 



25 



30 



NTA 

K 2 S0 4 

acide glutamique 

HYCASE SF (Sheffield Products) 

leucine 
histidine 
methionine 
Mgso A , 7H 2 0 
CaCl 2 , 2H 2 0 
FeCl 3 , 6H 2 0 

oligoelements liste 1 
urac i le 



1,2 g 
2,08 g 
6 g 
24 g 
2,16 g 
600 mg 
1,2 g 
720 g 
840 mg 
108 mg 
5 ml 
1,2 g 



Ajuster le pH a 5,5 avec h 2 S0 concentre ou K0H concentre. 

Aii* I -i„ . . O 



Autoclaver 20 min a 120°C. 
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- Milieu d'expression phase filtree MEPF 



pour 150 ml final d'eau ultrapurif iee 




2,4 g 
420 mg 



tryptophane 
vitamines I 
glycerol 
galactose 



36 g 
45 g 



5 ml 



10 



15 



20 



25 



Chauffer pour dissoudre, temperer, ajouter les vitamines et 
f i Itrer . 

2) Broyage des cellules 

Apres 20 heures d' induction, la densite optique, mesuree 
a 600 nm, de la culture est de 98. 800 g de mout fermentation sont 
centrifuges 5 min a 10 000 g et le culot cellulaire est repris dans 
80 ml de tampon de lyse (glycine 20 mM pH 8,5). Les cellules sont 
alors broyees a 4 C, 2 fois pendant 2,5 min dans un broyeur 
(Vibrogen Zellmiihle V14) en presence d'un volume de billes de 
0,5 mm de diametre, egal au volume de la solution de cellules a 
lyser. Apres broyage, le surnageant est repris et les billes sont 
lavees deux fois par 80 ml de tampon de lyse. On recupere 210 ml de 
lysat possedant un taux de proteines totales d' environ 3 mg/ml et 
une activite urate oxydase d'environ 7,7 U/ml (soit un pourcentage 
d'urate oxydase par rapport aux proteines totales d'environ 8,5 % 
en supposant une activite specif ique de cette derniere de 30 U/mg). 

3) Purification de L'urate oxydase recombinante 

a) Protocole de purification 

On soumet le lysat precedent au protocole de purification 
a deux etapes decrit ci-apres. 
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ETAPE 1 : 

Chromatographic anionique : 
05 Support : 

DEAE (diethylaminosulf ate) sepharose fast flow (Pharmacia ref. 
17.07.09.91) . 

Le gel une fois tasse occupe un volume de 70 ml. 

La separation est effectuee a temperature ambiante, les fractions 
recoltees, conservees a 0°C. 

Conditions de separation : 

On utilise un gradient de force ionique de chlorure entre un 
tampon 1 (borate de sodium 10 mM, pH 9,2) et un tampon 2 (borate de 
sodium 10 mM, chlorure de sodium 1 H) . Les tampons sont prealable- 
ment degazes et lors de I'elution sont conserves a 0°C. Dans chaque 
tampon il a ete ajoute I'equivalent de 0,02 % d'azide. 

L'extrait brut est depose (10 ml) et elue avec le 
tampon 1 jusqu'a la collecte complete de I'urate oxydase (par frac- 
tions de 10 ml), qui n'est pas retenue sur la colonne. 

Les pigments et les proteines contaminantes sont ensuite 
elimines en eluant avec le tampon 2. 

La purification est suivie par mesure de la densite 
optique de L'eluat a 214 nm. 

ETAPE 2 : 
30 

Chromatographic liquide haute pression sur phase inverse : 
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Support : 

Colonne a base de si lice greffee C8, I'Aquapore 0D-300 
(100 x 2,1 mm) (Brounlee-Applied Biosystems) 
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Conditions operatoires : 

ELuant 1 : Eau uLt rapurif iee (passee a travers un systeme Milli- 
pore) avec 0,1 % d'acide t ri f luoroacet i que - 
05 ELuant 2 : Acetonitri le (de qualite spectrophotometrique ou equi- 
valent) avec 0,08 % d'acide trif luoroacetique. 
Debit : 0,3 ml/min. 

Le gradient est de 35 7. acetonitri le/TFA a 70 7. acetonitri le/TFA en 
20 min, on maintient a 70 % pendant 5 min. La quantite injectee est 
10 de 1 ml par run. 

Collecte des fractions : 

Le deroulement de La separation est suivi par mesure de La densite 
optique a 218 nm. L ' acetonitri Le est evapore Lors de La centrifuga- 
15 tion sous vide. 

b) ResuLtats : 

L ' echanti I Ion avant et apres La premiere etape de purifi- 
cation a ete analyse par chromatographi e Liquide sur une coLonne de 
silice greffee C8, L'Aquapore OD-300 decrite precedemment avec Le 
meme gradient, avec une quantite injectee de 50 uL. On utilise 
comme temoin externe I'urate oxydase d'A. flavus purifiee. 

Dans Le Lysat de depart, I'urate oxydase represente 63 7. 
des proteines totales. Apres La premiere etape de purification 
I'urate oxydase represente 84 7. des proteines totales. 

La totalite de I 'echanti lion obtenu a I'issue de La 
seconde etape, lequel contient certainement plus de 84 % d'urate 
oxydase, a ete utilisee pour la caracterisation partielle decrite 
ci-apres. 

4) Caracterisation partielle de I'urate oxydase recombinante . 
a) Analyse d'acides amines 
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L'analyse des acides amines de L'hydrolysat acide de 
l' urate oxydase recombinante purifiee a ete effectuee sur un analy- 
seur d'AppLied Biosystems modele 420-130A. La repartition des 
acides amines quantifies est compatible (pas de difference signifi- 
cative) avec La sequence supposee. Le mime resultat a ete observe 
pour l'urate oxydate d'A. fLavus extractive purifiee (obtenue a 
l'exemple 4). 

b) Carte peptidique tryptique 

Une carte peptidique tryptique a ete etablie pour L'urate 
oxydase recombinante purifiee et pour L'urate oxydase extractive 
purifiee (obtenue a l'exemple 4) dans Les conditions suivantes : 

On prepare une solution d'urage oxydase a une concentra- 
tion d'environ 1 mg/ml et extemporanement une solution de trypsine 
a une concentration de 1 mg/ml. 

Les deux solutions sont mises en presence dans une pro- 
portion enzyme/substrat de 1/30 pendant 8 heures a temperature 
ambiante. L'hydrolysat tryptique est ensuite soumis a une chromato- 
graphic en phase Liquide sur une colonne a base de silice greffee 
C18,5 urn, lichrosorb (250 x 4,6 mm) (Hi chrom-ref .RP 18-5-250A), 
equipe d'un detecteur UV a 218 couple a un enregi st reur . Le 
gradient applique est de 1 % acetonitri Le/TFA a 60 '/. acetonitri Le/ 
TFA en 120 min, puis on maintient a 60 X pendant 5 min. 

Les cartes peptidiques obtenues ont un prof i I tres 

proche. 

3) Mise en evidence du caractere bloque de La sequence amino- 
terminale : 

La sequence amino-terminale a ete analysee a L'aide d'un 
sequenceur Applied Biosystem modele 470A, couple a un anaLyseur de 
derives pheny Lthioidantoiques Applied Biosystem modele 120A. 
L'urate oxydase recombinante purifiee (200 pmoles controlees par 
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analyse d'acides amines) a ete deposee sur Le sequenceur en pre- 
sence de 20 pmoles de B-lactoglobuline, proteine temoin. 

Aucune sequence amino-terminale correspondant a une 
sequence de l'urate oxydase n'a ete detectee (par contre La 
sequence amino-terminaLe de La proteine temoin a ete detectee). 

L'urate oxydase recombinante a done, comme l'urate 
oxydase extractive, I'extremite amino-terminaLe bloquee. 

Exemple 16 : Construction d'un vecteur d'expression de I'ADNc de 
l'urate oxy dase dans les cellules animales, le 
plasmide PSV86Q. 

Ce vecteur a ete obtenu par : 



Ligation du petit -fragment AccI-SnaBI contenant une sequence 
codant pour L'urate oxydase a L'exception des 16 premiers acides 
amines, issu du plasmide p466 : vecteur d'expression de l'urate 
oxydase d'A. flavus dans E. coli disponible au laboratoire et 
decrit ci-apres, a un fragment synthetique Hindlll-AccI, ce qui a 
permis d'obtenir un fragment Hindlll-SnaBI contenant une sequence 
complete codant pour L'urate oxydase d'A. flavus et une sequence 5' 
non traduite favorable a I'expression dans Les ceLLuLes animales. 
- Insertion du fragment Hindlll-SnaBI entre les sites Hindlll et 
25 SnaBI du polysite de clonage (egalement appele polylinker) du 
vecteur d'expression pour Les cellules animales, Le plasmide pSE 1 . 

L'expose ci-apres presentera successivement la 
construction du plasmide p466, celle du plasmide pSE 1 et 
I'assembLage du plasmide pSV860. 



1) Construction du plasmide p466 



On a prepare le plasmide p466, vecteur d'expression de 
I'ADNc de L'urate oxydase dans E . coli. Ce dernier comprend un 
35 fragment de pBR327 incLuant L'origine de replication et le gene de 
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resistance a L ' ampi ci L Line, iL comprend egalement un promoteur 
synthetique d'E. coli (R . RODRIGUEZ et M.CHAHBERLIN "Promoters- 
Structure and function (1982) Preager), une sequence de Shine- 
Dalgarno, suivie d'un poLylinker presentant Les sites uniques Ndel 
05 et Kpnl, un terminateur de transcription (derive du phage fd) et Le 
gene Lac i. 

Ce plasmide a ete construit a partir d'un pLasmide 
d'expression de I ' hGH dans E . coLi Cp462) par substitution d'un 
fragment portant Le gene de I 'hGH par L * ADNc de L 'urate oxydase. 

La construction du pLasmide P 466 a ete decrite en detail 
dans I'exemple 7 ci-dessus. 

2) Construction d'un vecteur d'expression pour Les cellules 

animales, Le plasmide pSE„ 

1 

La strategie mise en oeuvre fait appel a des fragments 
obtenus a partir de plasmides preexistants accessibLes au public 
et a des fragments prepares par voie de synthese selon Les 
techniques maintenant couramment utilisees. Les techniques de 
clonage employees sent celles decrites par T. MANIATIS, EF. FRITSCH 
et J. SAMBRO0K dans "Molecular Cloning, a laboratory manual" (Cold 
Spring Harbor Laboratory, 1984) . La synthese des oligonucleotides 
est realisee a L'aide d'un synthetiseur d'ADN Biosearch 4 600. 

La description ci-apres sera mieux comprise en reference 
a la figure 13, qui represente une carte d'assemblage du plasmide 
PSE,, les sites ayant disparu par Ligation etant notes entre 
parentheses. Les symboles utilises dans cette figure seront 
precises dans L'expose ci-apres. 
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Ce plasmide a ete construit par Ligations successives des 
elements ci-apres : 

1) - un fragment PvuII-PvuII - symbolise par ++++++ sur la 
figure 13 - de 2525 pb, obtenu par digestion complete du plasmide 

05 pTZ18R (Pharmacia) a I'aide de I'enzyme de restriction PvuII. Ce 
fragment contient I'origine de replication du phage F1 (notee ORI 
F1 sur la figure 13), un gene (note Amp sur la figure 13) portant 
la resistance a I ' ampi c i 1 1 i ne et I'origine de replication (notee 
ORI pBR322 sur la figure 13) permettant la replication de ce 

10 plasmide dans E- coli. Le premier site franc PvuII disparait par 
ligation avec Le site franc EcoRV (qui disparait egalement) du 
fragment decrit en 7). 



2) - Un fragment PvuII-Hpal - symbolise par | |sur la figure 
15 13 - de 1060 pb de I'AON d'adenovirus type 5 entre Les positions 

11299 (site de restriction PvuII) et 10239 (site de restriction 
Hpal) (DEKKER * VAN 0RM0NDT, Gene 27, 1984, 115-120) contenant 
I ' information pour les ARN VA-I et VA-II. Le site franc Hpal 
disparait par ligation avec le site franc PvuII (qui disparait 
20 egalement) du fragment decrit en 3). 

3) - Un fragment PvuII-Hindlll - symbolise par '/ / / , sur la 
figure 13 - de 344 pb, issu de I'ADN du virus SV40 obtenu par 
digestion complete a I'aide des enzymes de restriction PvuII et 

25 Hindlll. Ce fragment comporte I'origine de replication et le 
promoteur precoce de I'ADN du virus SV40 (ref. B.J. BYRNE et al. 
PNAS-USA (1983), 80, 721-725). 

Le site Hindlll disparait par ligation avec le site liant 
a Hindlll du fragment decrit en 4). 

30 

4) - Un fragment synthetique "site Liant a HindIII"-HindIII 

- symbolise par sur La figure 13 - de 419 pb dont la 

sequence donnee ci-apres est proche de la sequence 5' non traduite 
du virus HTLV1 (ref. WEISS et al, "Molecular Biology of Tumor 

35 Viruses - part 2-2 e ed - 1985 - Cold Spring Harbor Laboratory - 
p. 1057). 
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site liant a Hindlll 

v 

AGCTGGCTCGCATCTCTCCTTCACGCGCCCGCCGCCCTACCTGAGGCCGCCATCCACGCC 

1 + + . 

+ + + + + 60 

CCGAGCGTAGAGAGGAAGTGCGCGGGCGGCGGGATGGACTCCGGCGGTAGGTGCGG 

05 



GGTGAGTCGCGTTCTGCCGCCTCCCGCCTGTGGTGCCTC CTGAACTGCGTCCGCCGTCTA 
+ + + + + +1 

CCACTCAGCGCAAGACGGCGGAGGGCGGACACCACGGAGGACTTGACGCAGGCGGCAGAT 



10 GGTAGGCTCCAAGGGAGCCGGACAAAGGCCCGGTCTCGACCTGAGCTCTAAACTTACCTA 

121 + + + + + ___ +18Q 

CCATC CGAGGTTCCCTCGGCCTGTTTCCGGGCCAGAGCTGGACTCGAGATTTGAATGGAT 

GACTCAGCCGGCTCTCCACGCTTTGCCTGACCCTGCTTGCTCAACTCTACGTCTTTGTTT 
15 181 + + + + + +24Q 

CTGAGTCGGCCGAGAGGTGCGAAACGGACTGGGACGAACGAGTTGAGATGCAGAAACAAA 



CGTTTTCTGTTCTGCGCCGTTACAACTTCAAGGTATGCGCTGGGACCTGGCAGGCGGCAT 

20 241 + + ^ 

+ + + + +300 

GCAAAAGACAAGACGCGGCAATGTTGAAGTTCCATACGCGAC CCTGGACCGTCCGCCGTA 



CTGGGACCCCTAGGAAGGGCTTGGGGGTCCTCGTGCCCAAGGCAGGGAACATAGTGGTCC 
301 + + + , + + 

25 GACCCTGGGGATC CTTCCCGAACCCCCAGGAGCACGGGTTCCGTCCCTTGTATCACCAGG 



CAGGAAGGGGAGCAGAGGCATCAGGGTGTCCACTTTGTCTCCGCAGCTCCTGAGCCTGCA 
361 + + 



30 

GA 



_ + + + + + ^ 2Q 

GTCCTTCC CCTCGTCTCCGTAGTCCCACAGGTGAAACAGAGGCGTCGAGGACTCGGACGT 



CTTCGAJ^ 

Hindlll 
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5) - Un fragment synthetique Hindlll "site Liant a BamHI' 



05 



- symbolise par y \y y sur La figure 13 - contenant Le promoteur 
de I ' ARN-polymerase du phage T7 ainsi qu'un polylinker 
contenant Le site de cLonage Smal. 

AGCTTGTCGACTAATACGACTCACTATAGGGCGGCCGCGGGCCCCTGCAGGAATTC 
ACAGCTGATTATGCTGAGTGATATCCCGCCGGCGCCCGGGGACGTCCTTAAG 
Hindlll 

^rnal site Liant a BamHI 

10 GGATCCCCCGGGTGACTGACT V 



CCTAGGGGGCCCACTGACTGACTAG 



6) - Un fragment BamHI-BcII de 240 pb - represents par ffT? sur La 
figure 13 -, petit fragment obtenu par digestion complete a L'aide 
des enzymes Bell et BamHI du virus SV40 qui contient le site de 
polyadenylation tardif de ce dernier. (M. FITZGERALD et al. Cell, 
24, 1981, 251-260). Les sites BamHI et Bell disparaissent par 
Ligations avec respect ivement Le site liant a BamHI du fragment 
decrit en 5) et Le site BamHI (qui disparait egalement du fragment 
decrit en 7). 



7) - Un fragment BamHI-EcoRV - symbolise par O O O O sur la 
figure 13 - de 190 pb, petit fragment issu du plasmide pBR322 apres 
digestion complete a L'aide des enzymes EcoRV et BamHI. 

3) Construction du plasmide pSV860 

Le plasmide p466 (cf. figure 9) a ete soumis a une 
digestion complete a l'aide des enzymes AccI et SnaBI. Le petit 
fragment AccI-SnaBI, qui contient une sequence d'ADN codant pour 
L'urate oxydase a L'exception des 16 premiers acides aminoter- 
minaux, a ete purifie et ligue au fragment synthetique Hindlll- 
AccI de sequence suivante : 
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Hindlll A . 

y Acci 

AGCTTGCCGCCACTATGTCCGCAGTAAAAGCAGCCCGCTACGGCAAGGACAATGTCCGCGT^ 



05 



10 



ACGGCGGTGATACAGGCGTCATTTTCGTCGGGCGATGCCGTTCCTGTTACAGGCGCAGA 

Cette Ligation permet d'obtenir le fragment 
Hindlll-SnaBI, qui contient une sequence codant pour f urate 
oxydase identique a ceLLe du clone 9C et une sequence 5' non 
traduite favorable a I'expression dans les cellules animales 
CK0ZAK, M., Nucl. Acids Res., 12, 2, 1984, 857-872). 



Le fragment Hindlll-SnaBI contient la sequenc 



5' -AGCTTGCCG 
15 CAATGTCCGC 
CGGTGTACGA 
TCTTACACCA 
GAACACCATT 
TGTTCGGCTC 
20 CATGCCGCTC 
TGACGGCAAG 
GGAATGTGCA 
TCTCTGTCCG 
CTTCCTGCGT 
25 TGAGCACCGA 
CAGGAGGTCC 
TCGCGAGGTC 
AGGCCACTAT 
ATCGAGACTG 
30 CCTGAGCTGG 
TCGCTCCTCA 
TCCTCTCTGA 



CCACTATGTC 

GTCTACAAGG 

GATGACCGTC 

AGGCCGACAA 

TACATCACCG 

CATCCTGGGC 

ACGTCAACAT 

CCACACCCTC 

GGTGGACGTG 

GCCTGACCGT 

GACGAGTACA 

CGTCGATGCC 

GCTCGCACGT 

ACTCTGAAGA 

GTACAAGATG 

TCGAGTACTC 

CACAAGGGCC 

GTCGGACCCC 

AGTCTAAATT 



CGCAGTAAAA 

TTCACAAGGA 

TGTGTGCTTC 

CAGCGTCATT 

CCAAGCAGAA 

ACACACTTCA 

TGTCTGCCAC 

ACTCCTTCAT 

GTCGAGGGCA 

GCTGAAGAGC 

CCACACTTAA 

ACTTGGCAGT 

GCCTAAGTTC 

CTTTTGCTGA 

GCAGAGCAAA 

GTTGCCTAAC 

TCCAAAACAC 

AACGGTCTGA 

G 



GCAGCCCGCT 

CGAGAAGACC 

TGGAGGGTGA 

GTCGCAACCG 

CCCCGTTACT 

TTGAGAAGTA 

CGCTGGACCC 

CCGCGACAGC 

AGGGCATCGA 

ACCAACTCGC 

GGAGACCTGG 

GGAAGAATTT 

GATGCTACCT 

AGATAACAGT 

TCCTGGCGCG 

AAGCACTATT 

CGGCAAGAAC 

TCAAGTGTAC 



ACGGCAAGGA 

GGTGTC CAGA 

GATTGAGACC 

ACTC CATTAA 

CCTCCCGAGC 

CAACCACATC 

GGATGGACAT 

GAGGAGAAGC 

TATCAAGTCG 

AGTTCTGGGG 

GACCGTATCC 

CAGTGGACTC 

GGGCCACTGC 

GCCAGCGTGC 

CCAGCAGCTG 

TCGAAATCGA 

GCCGAGGTCT 

CGTCGGCCGG 



35 



Le fragment Hindlll-SnaBI a ensuite ete insere dans le 
vecteur pSE 1 prea lablement incube avec Les enzymes Hindlll et Smal. 
On a ainsi obtenu Le plasmide pSV860, represents sur La figure U, 
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dans laquelle les symbol.es ont La meme signification que dans la 
figure 13, Le nouveau fragment Hindlll-SnaBI etant symbolise 
par v'-r' (Les sites SnaBI et Smal ont disparu par ligation). 



Exemple 17 : Expression transitoire de I'ADNc de I'urate oxydase 
dans les cellules COS. Dosage de I'activite urate 
oxydase -dans le lysat cellulaire. 
Les cellules COS sont des cellules de reins de singe 
exprimant I'antigene T du virus SV40 (Gluzman, Y. Cell ^3, 1981, 
10 175-182). Ces cellules, qui permettent la replication des vecteurs 
contenant I'origine de replication de I'ADN du virus SV40, 
constituent des hotes de choix pour I'etude de I'expression de 
genes dans les cellules animates. 

15 1) Transfection des cellules COS et expression transitoire de 
I'ADNc de I'urate oxydase. 

4.10 5 cellules COS sont etalees dans une boite de Petri 
de 6 cm de diametre (Corning) dans 5 mL de miLieu modifie d'Eagle 
selon Dulbecco ci-apres appele DMEM (le Dulbecco's modified Eagles 

20 medium de Gibco), lequel contient 0,6 g/l glutamine, 3,7 g/l NaHCOj 
et est compLemente avec du serum de veau foetal (GIBCO) a raison de 
57.. Apres environ 16 h de culture a 37°C dans une atmosphere 
contenant 57. de dioxyde de carbone, le milieu de culture est enleve 
par aspiration et les cellules sont lavees avec 3 ml de tampon PBS 

25 (le Phosphate Buffer Saline de GIBCO). On y ajoute alors le melange 
suivant : 1 000 ul de (DMEM + 10% serum de veau foetal (GIBCO)), 
110 pi de diethylaminoethy l-dextrane de poids moleculaire moyen 
500 000, a une concentration de 2 mg/ml (Pharmacia), 1,1 pi de 
chloroquine 100mM (Sigma) et 3 ug d'ADN soit du plasmide pSV860, 

30 soit du plasmide pSE 1 (pour le temoin). Apres 5 h d'incubation a 
37 C dans une atmosphere contenant 57. de dioxyde de carbone, le 
meLange est retire des cellules. On y ajoute alors 2 ml de tampon 
PBS contenant 10% de dimethyl sulfoxyde (qualite Spectroscopic, 
Merck). Apres 1 min d'incubation a la temperature ambiante, le 

35 melange est retire et les cellules sont lavees deux fois avec du 
tampon PBS. On y ajoute 5 ml de DMEM complements avec du serum de 
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veau foetal a raison de 2%. L'incubation est poursuivie pendant 
4 jours a 37 C sous atmosphere contenant 57. de dioxyde de carbone.. 

2) Preparation des echanti lions. 

Le milieu de culture est aspire et les cellules COS sont 
rincees deux fois avec 3 ml de tampon PBS. Les cellules sont alors 
recueillies par grattage avec une spatule en caoutchouc (un 
"Policeman") dans 1 ml de tampon PBS. Apres grattage, La boite est 
rincee avec 1 ml de tampon PBS. Les deux suspensions cellulaires 
sont combinees et centrifugees pendant 10 min a 1 000 tr/min. Le 
surnageant est enleve et Le culot cellulaire est remis en 
suspension dans 1 ml de tampon de triethanolamine (TEA) 0,05 M de 
pH 8,9/EDTA. 

Les cellules sont lysees par sonication (sur de la glace) 
15 par des pulsations de 10 s avec un sonicateur (Le Vibra Cell de 
Sonics and Materials Inc. USA) regie a une puissance de 12 W. Le 
Lysat cellulaire est centrifuge pendant 10 min a 10 000 tr/min et 
le surnageant est recupere pour le dosage de I'urate oxydase. 
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3) Dosage de l'activite urate oxydase. 

Le dosage de l'activite urate oxydase a ete effectue 
comme decrit a I'exemple 9. 



Les resultats sont rassembles dans le tableau ci-apres : 



Cellules COS 
transfectees par 


Activite urate oxydase 
U/ml 


PSV860 ~ 


0,105 


pSE 1 


<0,01 
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On constate que Les cellules COS transfectees par le 
plasmide pSV860, porteur de I'ADNc de I'urate oxydase, expriment un 
niveau appreciable d'activite urate oxydase, alors qu'aucune 
activite urate oxydase n'est detectable sur le temoin. II y a done 
05 expression de I'ADNc de I'urate oxydase. 
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REVENDICATIONS 

1. Proteine, caracterisee en ce qu'elle presente une 
activite urate oxydase specifique d'au moins 16 U/mg et en ce 
05 qu'elle a la sequence ci-apres : 

Ser Ala Val Lys Ala Ala Arg Tyr Gly Lys Asp Asn val Arg Val Tyr Lys 
Val His Lys Asp Glu Lys Thr Gly Val Gin Thr Val Tyr Glu Met Thr Val 
Cys Val Leu Leu Glu Gly Glu lie Glu Thr Ser Tyr Thr Lys Ala Asp Asn 
Ser Val lie Val Ala Thr Asp Ser lie Lys Asn Thr lie Tyr lie Thr Ala 
Lys Gin Asn Pro Val Thr Pro Pro Glu Leu Phe Gly Ser lie Leu Gly Thr 
His Phe lie Glu Lys Tyr Asn His lie His Ala Ala His Val Asn lie Val 
Cys His Arg Trp Thr Arg Met Asp He Asp Gly Lys Pro His Pro His Ser 
Phe He Arg Asp Ser Glu Glu Lys Arg Asn Val Gin Val Asp Val Val Glu 
Gly Lys Gly He Asp He Lys Ser Ser Leu Ser Gly Leu Thr Val Leu Lys 
Ser Thr Asn Ser Gin Phe Trp Gly Phe Leu Arg Asp Glu Tyr Thr Thr Leu 
Lys Glu Thr Trp Asp Arg He Leu Ser Thr Asp Val Asp Ala Thr Trp Gin 
Trp Lys Asn Phe Ser Gly Leu Gin Glu Val Arg Ser His Val Pro Lys Phe 
Asp Ala Thr Trp Ala Thr Ala Arg Glu Val Thr Leu Lys Thr Phe Ala Glu 
Asp Asn Ser Ala Ser Val Gin Ala Thr Met Tyr Lys Met Ala Glu Gin He 
Leu Ala Arg Gin Gin Leu He Glu Thr Val Glu Tyr Ser Leu Pro Asn Lys 
His Tyr Phe Glu He Asp Leu Ser Trp His Lys Gly Leu Gin Asn Thr Gly 
Lys Asn Ala Glu Val Phe Ala Pro Gin Ser Asp Pro Asn Gly Leu He Lys 
Cys Thr Val Gly Arg Ser Ser Leu Lys Ser Lys Leu 

precedee eventuel lenient d'une methionine, ou en ce qu'elle presente 
un degre d'homologie substantiel avec sequence. 

2. Proteine selon la revendication 1, caracterisee en ce 
qu'elle presente une activite urate oxydase specifique d'environ 
30 U/mg. 

3. Proteine selon I'une des revendications 1 et 2, carac- 
terisee en ce que, par analyse sur gel bidimensi onne I, el le presente 
un spot de masse moleculaire d'environ 33,5 kDa et de point iso- 
electrique voisin de 8,0, representant au moins 90 7. de la masse 
proteique. 

35 A " Proteine selon I'une des revendications 1 a 3, carac- 

terisee en ce qu'elle a un taux de purete, determine par chromato- 
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graphie Liquide sur une coLonne de silice greffee C8, superieur a 
80 %. 

5. Proteine seLon l'une des revendi cations 1 a 4, carac- 
terisee en ce qu'elle a un point i soeLectrique voisin de 8,0. 
O 5 6. Proteine seLon L'une des revendi cations 1 a 4, carac- 

terisee en ce qu'eLLe porte un groupement bloquant, de preference 
de masse molecuLaire voisine de A3 unites de masse atomique, sur La 
serine amino-terminaLe. 

7. Medicament, caracterise en ce qu'iL contient La pro- 
10 teine seLon L'une des revendi cations 1 a 6. 

8. Gene recombinant, caracterise en ce qu'iL comporte une 
sequence d'ADN codant pour La proteine de sequence ci-apres : 
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25 



30 



Met 


Ser ALa VaL Lys ALa ALa Arg Tyr GLy Lys Asp Asn VaL 


Arg 


VaL 


Tyr 


Lys VaL His Lys Asp GLu Lys Thr GLy VaL GLn Thr VaL 


Tyr 


GLu 


Met 


Thr 


Val 


Cys VaL Leu 


Leu GLu GLy GLu 


ILe 


GLu Thr Ser 


Tyr 


Thr 


Lys 


ALa 


Asp 


Asn 


Ser VaL ILe 


VaL ALa Thr Asp 


Ser 


ILe Lys Asn 


Thr 


ILe 


Tyr 


ILe 


Thr 


ALa 


Lys GLn Asn 


Pro VaL Thr Pro 


Pro 


GLu Leu Phe 


GLy 


Ser 


ILe 


Leu 


GLy 


Thr 


His Phe ILe 


GLu Lys Tyr Asn 


His 


lie His ALa 


ALa 


His 


VaL 


Asn 


ILe VaL Cys His Arg Trp Thr Arg Met Asp ILe Asp GLy 


Lys 


Pro 


His 


Pro His Ser Phe ILe Arg Asp Ser GLu GLu Lys Arg Asn 


VaL 


GLn 


VaL 


Asp 


VaL 


Va GLu GLy Lys GLy ILe Asp ILe Lys Ser Ser Leu 


Ser 


GLy 


Leu 


Thr 


VaL 


Leu Lys Ser 


Thr Asn Ser GLn 


Phe 


Trp GLy Phe 


Leu 


Arg 


Asp 


GLu 


Tyr 


Thr 


Thr Leu Lys 


GLu Thr Trp Asp 


Arg 


ILe Leu Ser 


Thr 


Asp 


VaL 


Asp 


ALa 


Thr 


Trp GLn Trp 


Lys Asn Phe Ser 


GLy 


Leu GLn GLu 


VaL 


Arg 


Ser 


His 


VaL 


Pro 


Lys Phe Asp 


ALa Thr Trp ALa 


Thr 


ALa Arg GLu 


VaL 


Thr 


Leu 


Lys 


Thr 


Phe 


ALa GLu Asp 


Asn Ser ALa Ser 


VaL 


GLn ALa Thr 


Met 


Tyr 


Lys 


Met 


ALa 


GLu 


GLn ILe Leu 


ALa Arg GLn GLn 


Leu 


ILe GLu Thr 


VaL 


GLu 


Tyr 


Ser 


Leu 


Pro 


Asn Lys His 


Tyr Phe GLu ILe 


Asp 


Leu Ser Trp 


His 


Lys 


GLy 


Leu 


GLn 


Asn 


Thr GLy Lys 


Asn ALa GLu VaL 


Phe 


ALa Pro GLn 


Ser 


Asp 


Pro 


Asn 


GLy 


Leu 


ILe Lys Cys 


Thr VaL GLy Arg 


Ser 


Ser Leu Lys 


Ser 


Lys 


Leu 



9. Gene recombinant seLon La revendi cati on 8, caracterise 



en ce qu'iL permet une expression dans Les micro-organismes pro- 
caryotes. 
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10. Gene recombinant seLon La revendi cation 9, caracte- 
rise en ce que ladite sequence d'ADN contient la sequence 
ci-apres : 

05 ATGTCTGCGG TAAAAGCAGC GCGCTACGGC AAGGAC AATG TTCGCGTCTA 
CAAGGTTCAC AAGGACGAGA AGACCGGTGT CCAGACGGTG TACGAGATGA 
CCGTCTGTGT GCTTCTGGAG GGTGAGATTG AGACCTCTTA CACCAAGGCC 
GACAACAGCG TCATTGTCGC AACCGACTCC ATTAAGAACA CCATTTACAT 
CACCGCCAAG CAGAACCCCG TTACTCCTCC CGAGCTGTTC GGCTCCATCC 
10 TGGGCACACA CTTCATTGAG AAGTACAACC AC ATCC ATGC CGCTCACGTC 
AAC ATTGTCT GCCACCGCTG GACCCGGATG GACATTGACG GCAAGCCACA 
CCCTCACTCC TTCATCCGCG ACAGCGAGGA GAAGCGGAAT GTGCAGGTGG 
ACGTGGTCGA GGGCAAGGGC ATCGATATCA AGTCGTCTCT GTCCGGCCTG 
ACCGTGCTGA AGAGCACCAA CTCGCAGTTC TGGGGCTTCC TGCGTGACGA 
15 GTACACCACA CTTAAGGAGA CCTGGGACCG TATCCTGAGC ACCGACGTCG 
ATGCCACTTG GCAGTGGAAG AATTTCAGTG GACTCCAGGA GGTCCGCTCG 
CACGTGCCTA AGTTCGATGC TACCTGGGCC ACTGCTCGCG AGGTCACTCT 
GAAGACTTTT GCTGAAGATA ACAGTGCCAG CGTGCAGGCC ACTATGTACA 
AGATGGCAGA GCAAATCCTG GCGCGCCAGC AGCTGATCGA GACTGTCGAG 
20 TACTCGTTGC CTAACAAGCA CTATTTCGAA ATCGACCTGA GCTGGC ACAA 
GGGCCTCCAA AACACCGGCA AGAACGCCGA GGTCTTCGCT CCTCAGTCGG 
ACCCCAACGG TCTGATCAAG TGTACCGTCG GCCGGTCCTC TCTGAAGTCT 
AAATTG. 

11. Gene recombinant selon La revendi cation 8, caracte- 
25 rise en ce qu'il permet une expression dans Les ceLLuLes 

eucaryotes. 

12. Gene recombinant seLon La revendi cation 11, caracte- 
rise en ce que Ladite sequence d'ADN contient La sequence 
ci-apres : 

30 

ATGTCTGCTG TTAAGGCTGC TAGATACGGT AAGGACAACG TTAGAGTCTA 
CAAGGTTCAC AAGGACGAGA AGACCGGTGT CCAGACGGTG TACGAGATGA 
CCGTCTGTGT GCTTCTGGAG GGTGAGATTG AGACCTCTTA CACCAAGGCC 
GACAACAGCG TCATTGTCGC AACCGACTCC ATTAAGAACA CCATTTACAT 
35 CACCGCCAAG CAGAACCCCG TTACTCCTCC CGAGCTGTTC GGCTCCATCC 
TGGGCACACA CTTCATTGAG AAGTACAACC ACATCCATGC CGCTCACGTC 
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AACATTGTCT GCCACCGCTG GACCCGGATG GACATTGACG GCAAGCCACA 
CCCTCACTCC TTCATCCGCG ACAGCGAGGA GAAGCGGAAT GTGCAGGTGG 
ACGTGGTCGA GGGCAAGGGC ATCGATATCA AGTCGTCTCT GTCCGGCCTG 
ACCGTGCTGA AGAGCACCAA CTCGCAGTTC TGGGGCTTCC TGCGTGACGA 

05 GTACACCACA CTTAAGGAGA CCTGGGACCG TATCCTGAGC ACCGACGTCG 
ATGCCACTTG GCAGTGGAAG AATTTCAGTG GACTCCAGGA GGTCCGCTCG 
CACGTGCCTA AGTTCGATGC TACCTGGGCC ACTGCTCGCG AGGTCACTCT 
GAAGACTTTT GCTGAAGATA ACAGTGCCAG CGTGCAGGCC ACTATGTACA 
AGATGGCAGA GCAAATCCTG GCGCGCCAGC AGCTGATCGA GACTGTCGAG 

10 TACTCGTTGC CTAACAAGCA CTATTTCGAA ATCGACCTGA GCTGGCACAA 
GGGCCTCCAA AACACCGGC A AGAACGCCGA GGTCTTCGCT CCTCAGTCGG 
ACCCCAACGG TCTGATC AAG TGTACCGTCG GCCGGTCCTC TCTGAAGTCT 
AAATTG. 

13. Gene recombinant selon La revendi cation 8, caracte- 
15 rise en ce qu'il permet une expression dans Les cellules animales. 

14. Gene recombinant selon la revendi cation 13, caracte- 
rise en ce que ladite sequence d'ADN comprend la sequence 
ci-apres : 



20 



25 



30 



35 





-ATGTC 


CGCAGTAAAA 


GCAGCCCGCT 


ACGGCAAGGA 


CAATGTCCGC 


GTCTACAAGG 


TTCACAAGGA 


CGAGAAGACC 


GGTGTCCAGA 


CGGTGTACGA 


GATGACCGTC 


TGTGTGCTTC 


TGGAGGGTGA 


GATTGAGACC 


TCTTACACCA 


AGGCCGACAA 


CAGCGTCATT 


GTCGCAACCG 


ACTCCATTAA 


GAACACCATT 


TACATCACCG 


CCAAGCAGAA 


CCCCGTTACT 


CCTCCCGAGC 


TGTTCGGCTC 


CATCCTGGGC 


ACACACTTCA 


TTGAGAAGTA 


CAACCACATC 


CATGCCGCTC 


ACGTCAACAT 


TGTCTGCCAC 


CGCTGGACCC 


GGATGGACAT 


TGACGGCAAG 


CCACACCCTC 


ACTCCTTCAT 


CCGCGACAGC 


GAGGAGAAGC 


GGAATGTGCA 


GGTGGACGTG 


GTCGAGGGCA 


AGGGCATCGA 


TATCAAGTCG 


TCTCTGTCCG 


GCCTGACCGT 


GCTGAAGAGC 


ACCAACTCGC 


AGTTCTGGGG 


CTTCCTGCGT 


GACGAGTACA 


CCACACTTAA 


GGAGACCTGG 


GACCGTATCC 


TGAGCACCGA 


CGTCGATGCC 


ACTTGGCAGT 


GGAAGAATTT 


CAGTGGACTC 


CAGGAGGTCC 


GCTCGCACGT 


GCCTAAGTTC 


GATGCTACCT 


GGGCCACTGC 


TCGCGAGGTC 


ACTCTGAAGA 


CTTTTGCTGA 


AGATAACAGT 


GCCAGCGTGC 


AGGCCACTAT 


GTACAAGATG 


GCAGAGCAAA 


TCCTGGCGCG 


CCAGCAGCTG 


ATCGAGACTG 


TCGAGTACTC 


GTTGCCTAAC 


AAGCACTATT 


TCGAAATCGA 
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CCTGAGCTGG CACAAGGGCC TCCAAAACAC CGGCAAGAAC GCCGAGGTCT 
TCGCTCCTCA GTCGGACCCC AACGGTCTGA TCAAGTGTAC CGTCGGCCGG 
TCCTCTCTGA AGTCTAAATT G 

05 precedee d'une sequence 5' non traduite favorable a 1 1 expressi on 
dans Les cellules animates. 

15. Gene recombinant selon la revendi cation 14, caracte- 
rise en ce que la sequence 5* non traduite favorable a I'expression 
dans les cellules animates comprend la sequence : AGCTTGCCGCCACT 

10 situee immedi atement en amont de la sequence explicitee dans la 
revendi cation 14. 

16. Vecteur d'expression, caracterise en ce qu'il porte, 
avec Les moyens necessaires a son expression, un gene recombinant 
selon I'une quelconque des revendi cat ions 8 a 15. 

15 17. Vecteur d'expression selon la revendi cation 16, 

caracterise en ce qu'il porte au moins un marqueur de selection. 

18. Vecteur d'expression selon la revendi cation 17, 
caracterise en ce qu'il a les caracteri stiques de I'un des plas- 
mides pEMR469, pEMR473 et pEMR515. 

20 19. Mi cro-organi smes procaryotes, caracterises en ce 

qu'ils sont transformes par un vecteur d'expression selon la reven- 
dication 16, portant un gene recombinant selon la revendication 9. 

20. Cellules eucaryotes, caracteri sees en ce qu'elles 
sont transformees par I'un des vecteurs d'expression selon I'une 

25 des revendications 16 a 18 portant le gene recombinant selon la 
revendi cat ions 11. 

21. Souche de Saccharomyces cerevisiae, caracterisee en 
ce qu'elle est transformee par I'un des vecteurs d'expression selon 
I'une des revendications 16 a 18. 

30 22. Souche selon la revendication 21, caracterisee en ce 

qu'elle porte une mutation sur au moins I'un des genes responsables 
de la synthese de la leucine ou de I'uracile. 

23. Souche selon la revendication 22, caracterisee en ce 
qu'elle porte une mutation sur au moins I'un des genes LEU2 et 

35 URA3. 
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24. Procede pour obtenir de L'urate oxydase recombinante, 
caracterise en ce qu'il comprend Les etapes ci-apres : 

1) mise en culture d'une souche selon L'une queLconque 
des revendications 21 a 23 ; 
05 2) Lyse de cellules ; 

3) isolement et purification de l'urate oxydase recombi- 
nante contenue dans le lysat. 

25. Cellules animales, caracteri sees en ce qu'elles con- 
tiennent, avec les moyens necessaires a son expression, un gene 

10 recombinant selon la revendi cation 13. 

26. Cellules animales, caracterisees en ce qu'elles con- 
tiennent un vecteur d'expression selon la revendi cation 16/ portant 
un gene recombinant selon la revendi cation 14. 
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FIG.1 

Profil d'elution par mesure de la densite optique a 218 nm 
du produit de la digestion tryptique de 1' urate oxydase 
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FIG. 2 



Profil d'elution par mesure de la densite optique a 218 nm 

du produit de la digestion par la protease V8 de 1' urate oxydase 



FEUILLE DE REMPLACEMENT 



WO 91/00909 



3/ J5 



PCT/FR90/00S32 



o 
vo 



< 

H 

CJ 
H 
Eh 

U 



U 
H 



H 

U 
U 
H 
< 

cj 
cj 
o 
u 
o 
o 
cj 
E- 
CJ 

o 
u 
o 

H 
H 

U 

cj 

H 
H 

s 

H 

U 
H 
CJ 
H 
U 
CJ 

o 

H 

o 



H 

U 
O 
U 



o 

CM 



H 
(J 



o 
u 

H 
CJ 
H 

CJ 



< 
H 
U 
< 

O 
U 
E-> 
H 
< 

< 

CJ 
H 
E-< 

CJ 
<J 
H 
«< 

< 

U 
CJ 
E-> 
CJ 
H 
O 
E-> 
U 



U 

cj 

H 
U 
H 
H 
CJ 
< 
E* 



O 
CO 



H 
H 
CJ 
CJ 
< 

< 

H 

U 

CJ 

o 
o 
o 



o 






o 


Q 


t — \ 




* — > 


I — J 


o 


o 










CD 








CM 






CM 




n 




*^ 






vo 




I * 


oo 


(J 




C3 


CJ 


CJ 


CJ 


CJ 


f_ 


f n 

N > 




CJ 


ft, 


o 




o 












3 






e-. 


CJ 


2 


Cj 


8 


2 


2 






o 




CJ 


(j 




rs 


[ ) 














Eh 


CJ 


f_ 


Eh 


(h 


/ } 












CJ 


CJ 


<£ 
™* 


Eh 


CJ 




CJ 


Cj 




cj 


0 


E-« 


CJ 


E_ 


CJ 


Cj 


CJ 




Cj 


< 




{j 




E-> 


«£ 


CJ 






2 


CJ 


S 




H 






9 


CJ 


CJ 


CJ 


CJ 


CJ 


H 




(J 


o 


s 


Cj 


CJ 


CJ 


(J 


£h 


CJ 


CJ 


H 






H 


H 


CJ 


CJ 




CJ 


CJ 


CJ 


j 






H 


cj 


tr> 


§ 


CJ 


a 


CJ 


CJ 








Cj 






vj 




C-H| 


f 1 

VJ 


c£ 
*s 




L. ' 


Ch 


r \ 

w 


f 1 






r \ 
\J 






V-/ 








r . 


r *i 

w 






f - 




VJ 


V2 


<J 


r i 


CJ 






CJ 




CJ 




CJ 


fcH 


-<* 

ri 




fl 


fl 








CJ 


O 


H 


CJ 


cj 


u 


CJ 


CJ 




u 


u 


CJ 


< 




H 


u 


U 


E-< 


£-• 




CJ 




CJ 






E-* 


(J 


«c 


CJ 


CJ 


CJ) 


CJ 








**% 


CJ 




u 


o 


CJ 




H 




CJ 




CJ 


CJ 


*s 


o 


CJ 


CJ 




CJ 




CJ 


CJ 


CJ 


H 


C-^ 


(J 


CJ 


fl 








< 


H 


«< 


CJ 


cj 


o 


o 


u 






CJ 


CJ 


CJ 


CJ 


H 


u 


H 




;S 


o 


CJ 


CJ 


CJ 


H 


^ 


CJ 


Eh 


O 


,i 


o 




CJ 


< 


fl 


CJ 


O 


H 


CJ 


CJ 


o 


CJ 


O 


< 




o 


< 


CJ 


U 


H 


b* 


CJ 


CJ 


CD 


U 


o 


u 


CJ 


CJ 




Eh 


U 








CJ 


CJ 


Eh 


E-» 




CJ 


< 


< 


< 


< 




< 




CJ 




<< 


f % 

\J 




» . 
tr* 




CJ 






CJ 






CJ 


r \ 


r ■ 


r • 
t~* 




1 1 


* «« 




o 


CJ 




^ 




O 




V-J 


r n 

w 


<T f 9% 


**• 




f *\ 


r h 




5 




f 1 


r \ 


f \ 


r i 


f 1 

w 






r \ 






cj 


(_) 












f 1 


f "> 




d. 




Cj 




CJ 


o 








r ) 




CJ 




(j 


**\ 


(H 








n 














E-t 










f > 
w 




CJ 


2 


2 






r S 




2 




v_/ 


**• 




(_) 






0 














< 


< 








H 


CJ 


Eh 




u 


o 




o 






CJ 


CJ 


< 


a 






«»; 


cj 


u 






CJ 


H 


CJ 


< 


CJ 


CJ 


d 


H 


u 






H 






CJ 




CJ 


CJ 


vj 




^ 


r o 




% 


f \ 

w 






vj/ 


r i 


CJ 


















f T 


r i 


U 




O 


H 


CJ 


CJ 


CJ 


CJ 


CJ 


o 




< 




C5 




CJ 


o 


CJ 




H 




j 


cj 




U 




CJ 


CJ 


CJ 




CJ 


CJ 


CJ 


s 


o 


U 


H 


CJ 




CJ 


< 




u 


H 








H 


«e 




H 


H 




< 


CJ 


cj 






O 


CJ 


CJ 


CJ 


CJ 


CJ 


E- 


o 


H 


< 






CJ 


< 




< 


CJ 


CJ 


CJ 


O 






cj 


H 


CJ 


U 


a 


H 


CJ 




e- 


E-" 






CJ 


CJ 




o 


Eh 




s 


cj 


U 




d 


CJ 


< 


U 


< 


CJ 


< 


u 


(j> 


H 


H 




CJ 


CJ 


Eh 


CJ 


< 


CJ 


CJ 


cj 


O 


H 




CJ 


o 


CJ 




u 


CJ 


H 


cj 


U 


H 


o 




CJ 


CJ 


CJ 


u 


H 


CJ 


< 


< 




a 


3 


< 


H 


CJ 


CJ 


H 


< 


00 




O 


vo 


CM 






o 


vo 


CM 


as 


T-i 


cs 


n 


n 








vo 


vo 


r- 





o 
o 
o-i 



o 
vo 



O 
CM 
O 



o 

as 
O 



H 

CJ 
CJ 
CJ 

<< 

Eh 

< 

CJ 
CJ 
CJ 
H 
CJ 
H 
CJ 
< 

< 
Eh 
< 
H 
CJ 
H 
CJ 



CJ 
Eh 

CJ 
< 
CJ 
CJ 
CJ 
CJ 
H 
H 
CJ 
CJ 



H 
CJ 
Eh 
E- 
< 
CJ 

2 



CJ 

Eh 
CJ 
< 
H 
Eh 
H 
£h 

H 
Eh 
CJ 
Eh 
H 
U 





















"O 






4_) 






QJ 






C_) 






<D 






QJ 






C 






o 






1-H 






u 












•o 




«I 






CD 








3 




0) 


cr 




c 


■•-t 




o 


X3 


•a: 


<— 1 


•<-t 


CD 


a 


+-> 






O 


<D 




•CO 


c 


T3 


t— 1 


o 




u 


«— ( 


+J 




u 




C 




XI 






•CD 


0) 


"D 


X) 


u 






c 


0) 




<u 


-■H 






4-) 










•aj 


ro 




CO 


Q. 





j cj 



H 
H 

cj 

H 
H 

j 
CJ 
< 

fH 



m 



o 
cn 



vo 

OS 



CM 

o 



ao 
o 



FEUILLE DE REiVlPLACSr .^rjT 



' WO 91/00909 



PCI7FR90/00532 



4/t5 



CO 03 CO CD 

U3 O CSJ O CD O "T O 

H (n n v CM roeo 



to o 



CO .o 
CN 



C7\ r-« 
O 



CO O 
CM T 

lO r-4 



coo 

CO vo 



ca o 




vo cm 



cn fH 

CM V 
CM 



CO U> 
CN 



GO 



cn t-» 
o o 



© 



U> <N 

V l-t 



o 


3 


1 5 




H 


<D 




J3 


O 


►J 


5 


H 








U 






O 


JG 




a 






U 


u 


5 


Ut 




a> 




>i 


H 


to 




H 


<J 








H 


o 






a 




3 


O 






O 


a 


o 


© 




CD 




CO 


3 


•< 


o 


M 








u 


0) 




H 


CO 




I 






0) 


loo 








>1 


3 H 


CD 








CJ 


•J 






a> 


L> 


O 


1 


H 


•H 


H 


-c 




< 




H 








a 


U 






5 


CO 








< 


O 






U 




O 






H 










< 


M 


£- 








iH 


o% 




<N 




CD 


VO 


ID 


iH 




i-» 



CO C? 

o o 
r- cm 



CD 
VO t— < 



GU 
CO 

o 
> 

mi 



FEUILLE DE REM PLACEMENT 



WO 91/00909 



PCI7FR90/00532 



cO o 
vo CM 

r- cm 



cO o 
cm 

OO CM 



<x> o 

CO VO 
CD CM 



or 

CM 



co O 
co 

CA CM 



CD 

o o 
o o 



'S//S 




CD 



t/) 




(-1 
cn 



in 



CD 
O 



c 
o 



o 

CL 

C 

CD 

O 
>— 



u 

CD 
C 

03 
4J 
U 
03 
> 
3 
O 



•<u 
■a 
o 
o 



2: cu 
c — 



CL 
CD 
CL 
>. 



0) 

a 
c 

cu 

3 

c- 
•cu 

CO 



o 
c 



cn 
•cu 

4J 

C 

cu 

V) 

•cu 



CU 

cn 

CD 

■a 

o 

a> 
4-> 

CO 
3 



CU 
"O 

CU 
CO 
>-. 
I— t 

o 

>> 

.c 
t- 

CD 
CL 

cn 
3 
C 
03 
4_J 

O 

in 
•<u 
u 
c 

cu 

3 
CT 
'03 
CO 

cn 

cu 



u 






_cu 


CL 






w 


CU 








(-> 






cu 








"O 


4J 






•r- 


C 






CD 


o 








cn 








CO 






.CD 


> 










c 




cu 


cu 


o 




in 


cn 








CO 


cu 






•cu 


in 




c 








u 


O 


•cu 








X! 




>. 


c 


o 




-C 




u 






CD 






(- 




cu 


CU 


CD 




X3 


3 


CL 


CU 


•H 


CT 




"O 




-r-t 






a. 


4J 


c 


4-1 


CU 


Cl 


cu 


cu 


CL 


>. 


4J 






(- 


-O 


CU 


1— t 


4J 


a 


c 


o 








a. 


cu 


cu 


• cn 




"O 


■c 


c 


3 


•11 






"O 


4-9 


4-) 


u 




a. 


c 




cn 


cu 


cu 




•rl 


CL 


c 



03 

-a 



CL 

a> 

CL 

V) 
03 



CD 



C 

cu 

cn 
cu 
sz 
u 
.cu 



cn 
cu 

T3 

(-1 

CD 
C 



T T 



cn 


t-t 




•H 




ft 


CT» 


f-t 


cn 




o 


o 


vo 


CM 


CM 




CO 


vo 




CO 


r- 


CM 


r> 


CN 


CO 


CM 


CO 


CM 


cn 


CM 



cn iH 
o o 
o rn 



FEUILLE DE REMPLACEMENT 



WO 91/00909 A W PCT/FR90/00S32 

6/15 



HincE 




Soli 



F1G.5 

Plasmide p 163,1 
FEU1LLE DE REMPLACEMENT 



WO 91/00909 



PCT/FR90/00532 



7/15 




WO 91/00909 



a /is 



PCT/FR90/00532 



(HincE) 




Soli Bam HI (2) 



FIG. 7 

Plasmide p 373,2 



FFlr"LLE DE REM PLACEMENT 



WO 91/00909 



9/ 15 



PCI7FR90/00532 



(HincH) 




Soli Bom HI (2) 



FIG. 8 

Plasmide p 462 



FEUILLE DE REM PLACEMEN! 



WO 91/00909 



10/15 



PCT/FR90/00532 



(HincH) 




Soli Bom HI (2) 



FIG.9 

Plasmide p 466 



FEU1LLE DE REMPLACEMENT 



WO 9 1/00909 A 9 PCT/FR90/00S32 



// / 15 



Nhel 




PstI 



FIG.10 

Plasmide p£MR414 



FEUILLE Dc REiv1PLACEME?JT 



WO 91/00909 



12 / 15 



PCT/FR90/00532 



Nhel 



Xbol 




PstI 



FIG.11 



Plasmide pEMR 469 



C-ESUiLLE DE REM PLACEMENT 



WO 91/00909 



13/15 



PCT/FR90/00532 



Nhel 



Xbal 




PstI 



FIG.12 

Plasmide pEMR473 



rri III i r hp RPWJPJI urcwirK-r 



WO 91/00909 



14/15 



PCT/FR90/00S32 




FIG. 13 



Pls5tnide PS£i 
lL LE D£ R2MPLACEMENT 



WO 91/00909 



15/15 



PCT/FR90/00532 




FIG .14 

P\asnude. p5V860 
r .- EU tLLE DE REMPUACEMENT 




INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

PCT/FR 90/00532 

International Application No 



1. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER (If several classification symbols apply, indicate all) • 


A™ 0 ,o,— onalPM^ i/i9f ci2N i/2ii 


IPC 


C12N 5/16, //(C12N 1/19, C12R 1:865) 




II. FIELDS SEARCHED 


Minimum Documentation Searched 7 


Classification System | 


Classification Symbols 




IPC 5 


j C 12 N, A 61 K 

i 

i 
i 








Documentation Searched other than Minimum Documentation 






to the Extent that such Documents are Included in the Fields Searched • 






111. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT * 


Category * 


Citation of Document, 11 with indication, where appropriate, of the relevant passages 12 


Relevant to Claim No. " 


Y 


WO, A, 8808450 (B. FINLAYSON) 


8-18,20,25, 




3 November 19 88 




26 




see abstract; page 3 


, line 25 - page 






5, line 3; page 13, 


line 5 - page 






17, line 10; page 22, lines 1-21; 






claims 13,26,34,43,68-7 0,85,87,89 




A 






7 


X 


GB, A, 1198764 (SOCIETE 


D' ETUDES ET 


1-7 




D' APPLICATIONS BIOCHIMIQUES ) 






15 July 1970 








see the whole document, 






in particular column 3, lines 39-41; 




Y 


examples 


./. - 


8-18,20,25, 
26 


* Special categories of cited documents: >o 

"A" document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 


"T" later document published after the international filing data 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step 

"Y" document of particular relevance: the claimed invention 
cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 


"E" earlier document but published on or after the international 
filing date 

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use. exhibition or 
other means 


"P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 


in the art. 

"4" document member of the same patent family 


IV. CERTIFICATION 


Date of the Actual Completion of the International Search 


Date of Mailing of this International Search Report 


14 September 1990 (14.09.90) 


15 October 1990 (15.10.90) 


International Searching Authority 


Signature of Authoriied Officer 




European Patent Office 







Form PCT/ISAJ210 (second sheet) (January 1985) 



-2- 



r 



mo. PCT/FR 90/00532 



n 



UL DOCUHIWTS COMIIDIUO TO ■■ RtUVAMT fCOMTlMUID FKOM TMI 



HO SMUT) 



■m ta nun Mb 



Biochemical and Biophysical Research 
Communications, Vol. 15 8, No. 3, 
1989, Academic Press, Inc., (New York, 
US) , 

K. Alvares et al. : "The nucleotide 
sequence of a full length cDNA clone 
encoding rat liver urate oxidase" , 
pages 991-995 
see figure 993 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 85, 
December 1988, 

P. Gopal Reddy et al.: "Isolation and 
sequence determination of a cDNA clone 
for rat peroxisomal urate oxidase: 
liver-specific expression in the rat" , 
pages 9081-9085 
see page 9083, figure 

DE, A, 3927061 (SAPPORO BREWERIES, LTD) 
8 March 1990 

see abstract; example 2; claims 

EP, A, 0173378 (UNILEVER NV) 
5 March 198 6 
see the whole document 
in particular page 38, line 36 and 
claims 1-4,7,11,13,16,23 



1,8-10,19 



1,8-10,19 



L, 8-10, 16, 
L7, 19 



L, 8-12, 16, 
20, 21 



form PCTft&AAlo la 



MMa) 



ANNEX TO THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

ON INTERNATIONAL PATENT APPLICATION NO. FR 9000532 

SA 39005 

TO, annex lists tb. patent family members relating ,. the ^patent -events cited in the above-mentioned international search report. 



Patent document 
cited in search report 


Publication 
date 


Patent family 
members) 


Publication 
date 



WO-A- 8808450 03-11-88 None 

GB-A- 1198764 ;. "^7-70 " '^""^ 

FR-M- 6301 09-09-68 

FR-A- 1529675 

NL-A- 6804365 30-09-68 

US-A- 3810820 14-05-74 

US-A- 3620923 16-11-71 

~DE-A-~3927061 08-03 -9o" JP"A- 2053488 22-02-90 

DE A JS^/Ubi uo uo GB-A- 2221910 21-02-90 

"~EP-A-~0173378 05-03-86" JP-A- 61092569 10-05-86 



I For more details about this annex : see Official Journal of the European Patent Office, No. 12/82 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Demand* international* N' PCT/FR 90/00532 



I. CLASSEMENT DE L'INVENTION <*i pluaieura symooles de classification aont aoolicabies. les indiquer tous) 1 



Scion la classification internationale dea brevets (CIB) ou a la tola aelon la classification nstionale et la CIB 



CIB~ 



C 12 N 15/53, C 12 N 9/06, A 61 K 37/50, C 12 N 1/19, 
C 12 N 1/21, C 12 N 5/16, //(C 12 N 1/19, C 12 R 1:865) 



II. DOMAINES SUR LESOUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimal* eonsultee * 



SystSme de claasifieation 



Symbolea de elaaaification 



CIB~ 



C 12 N, A 61 K 



Documentation eonsultee *utr* que la documentation minimale dana la mesure 
oil d* t*l» documents font parti* das domainea aur l*agu*l* la r*ch*rchs ■ port* * 



III. DOCUMENTS CONSIOERES COMME PERTINENTS 



Categorie < 



Identification dea documents cites." avec indication, ai neceaaatr*, 
d*a passages pertinents <> 



N" d*s revendicatione 
«ia**a <* 



A 
X 



WO, A, 8808450 (B. FINLAYSON) 
3 novembre 198 8 

voir abrege; page 3, ligne 25 - page 
5, ligne 3; page 13, ligne 5 - page 
17, ligne 10; page 22, lignes 1-21; 
revendications 13,26,34,43 ,68-70 , 85 , 
87, 89 



GB, A, 1198764 (SOCIETE D' ETUDES ET 
D ' APPLICATIONS BIOCHIMIQUES ) 
15 juillet 1970 
voir le document en entier, 
en particulier colonne 3 , lignes 
39-41; exemples 



8-18,20,25, 
26 



./. 



7 

1-7 



8-18,20,25 
26 



* Categori** ap*cialas a* documents cites: " 

« A » document deflntssant I'etat general de la technique, non 
consider* comma particutior*m*nt pertinent 

a E a document anterieur. maia publie a la data de depot interna- 
tional ou aprea can* data 

« L » document pouvant iater un dout* sur una revindication de 
priorit* ou cite oour determiner la date oe publication d'une 
autre citation ou pour una raiaon special* (telle ou'indiquee) 

« O a document aa referent a una divulgation orale. a un uaag*, a 
una aipoaition ou tous autrea moyena 

a P a document oublie avant la data de depot international, maia 
poaUrieurement a la date ae priorit* revenoiqu** 



< T * document ulterieur publie postarisuremanti la date de depot 
International ou a la data de priorite et n'appartenant paa 
a I'etat de la teenmoue pertinent, maia cite pour comorandr* 
I* princip* ou la tneorie constituent la baa* da I'invention 

a X a document particulierament pertinent: I'invention revandi- 
quee ne peut etre consider** comme nouvell* ou comma 
impliouant una activit* inventive 

« Y » document particulierament pertinent: I'invention reven- 
diquee ne peut etre consid*r** comme impliouant un* 
activit* inventive lorsoue le document est assooe a un ou 
plusieure sutres documents de m*me nature, cert* combi- 
naiaon etant Svidente pour une peraonne du metier. 

• As document qui (ait partie d* la mime tamille de brevet* 



IV. CERTIFICATION 



Data * laquell* la recherche internationale e ate eftectivement 
achev** 



14 septembre 1990 



1 5. n 90 



Oate d'eipedition du present rspport de recnerche Internationale 



Administration charges d* la recherche internationale 

OFFICE EUROPEEN DES BREVETS 



Signature du tonctionnaire autonae 



Formuiaira PCT/ISAftlO (deuiiem* feuilie) (Janvtar 19SS) 



-2 



Damans* international* N* 



PCT/FR 90/00532 



III. DOCUMENTS CON8IOERES COMME PERTINENTS 



(SUITE DES RENSEICNEMENTS INDIOUE8 SUR LA 
OEUXIEME FEUILLE) 



Categoric * ' 



Mantmeaton ova oocumania ataa. avac naeinon. m i 
oaa oaaaaga* parnnanta 



N* oaa r avnoie ationa 



Biochemical and Biophysical Research 
Communications, volume 158, no. 3, 
1989, Academic Press, Inc., (New York, 
US) , 

K. Alvares et al.: "The nucleotide 
sequence of a full length cDNA clone 
encoding rat liver urate oxidase", 
pages 991-995 
voir figure 993 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA, volume 85, 
decembre 1988, 

P. Gopal Reddy et al.: "Isolation and 
sequence determination of a cDNA clone 
for rat peroxisomal urate oxidase: 
liver-specific expression in the rat", 
pages 9081-9085 
voir page 90 83, figure 

DE, A, 3927061 (SAPPORO BREWERIES , LTD) 
8 mars 1990 

voir abrege; exemple 2; revendications 

EP, A, 0173378 (UNILEVER NV) 
5 mars 1986 

voir le document en entier, 

en particulier page 38, ligne 36 et 

revendications 1-4,7,11,13,16,23 



1,8-10,19 



1,8-10,19 



1,8-10,16, 
17,19 



1,8-12,16, 
20,21 



Formulaira PCT/ISA/310 (fauilla) addlUonrtalia) (Janwar 18(5) 



ANNEXE AU RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

RELATIF A LA DEMANDE INTERNATIONALE NO. FR 9000532 

SA 39005 

La p resent e annexe indique les membres de la famille de brevets relatifs aux documents brevets cites dans le rapport de 
recherche Internationale vise ci-dessus. 

Lesdits membres sont contenus au fichier informarique de I'Office europeen des brevets a la date du 05/10/90 

Les renseignements fournis sont donnes a titre indicatif et n'engagent pas la responsabilite de rOfTice europeen des brevets. 



Document brevet cite 


Date de 


Membre(s) de la 


Date de 


au rapport de recherche 


publication 


famille de brevet(s) 


publication 



W0-A- 8808450 03-11-88 Aucun 



GB-A- 1198764 


15-07-70 


BE-A- 


712846 


31-07-68 






DE-A- 


1642656 


19-05-71 






FR-M- 


6301 


09-09-68 






FR-A- 


1529675 








NL-A- 


6804365 


30-09-68 






US-A- 


3810820 


14-05-74 






US-A- 


3620923 


16-11-71 


DE-A- 3927061 


08-03-90 


JP-A- 


2053488 


22-02-90 






GB-A- 


2221910 


21-02-90 


EP-A- 0173378 


05-03-86 


JP-A- 


61092569 


10-05-86 



Pour tout renseigneinent concernant cette annexe : voir Journal OfTiciel de I'Office europeen des brevets. No. 12/82 



_,27 Rec'd PCT/PTO 1 7 »J§T »» 

TRAITS DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS 
RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



IDENTIFICATION Of LA DEMAND! INTERNATIONALE 



Cot* du doeeier du depoaant ou du mandataire 

H 2 2 3 3 - C 4 8 2 + 5 0 1 +0 3 /MDG/ CCE 



Oemanda Intarnationale N' 



PCT/FR 90/00532 



Data da depot Intarnational 

13 juillet 1990 



Office recepteur 

RO/FR 



Data da priority ravendiquee 

13 juillet 1989, 29 decembre 
1989, 6 fevrier 1990 



Depoaant 

SANOFI et al. 



I. □ IL A ET< ESTIME OUE CERTAINES REVINDICATIONS NE POUVAIENT PAS FAIRE L'OSJET D'UNE RECHERCHE ' 

(Obaervationa aur la tauilla eupplementaire 2)) 

II, | | IL V A ABSENCE D'UNITE DE L'INVENTION » (Obaervationa aur la feuille aupplementaira 2)) 

III. TITRE, ABREGE ET FIGURE DES DESSINS 

1. Lea elementa indique* ci-deaaoua aont approuve* tela que aoumia par le deposant *: 
g£] Titre j£\ Abrege 

2. Le* textes de* elementa (uivanta etablia par I'adminiatration charge* de la recherche Internationale aont reproduita ci-deaaoua: 

□ Titre 

□ Abrege 



| | Le teite de I'abrege se pouriuit tur la feuille eupplementaire 1) 

3. a.l - ] La leneur definitive de I'abrege eat etablie par I'adminiatration charge* da la recherche internationale aoua la forme propoaee dan* 

— le formulaire PCT'ISA'204 prealablement envoy* au depoaant. 

b.| | Le present rapport est incomplet en ce qui concerne I'abrege car le delai accord* au depoaant pour (aire aea commentaires aur le 

— projet etabli par I'adminiatration charges de la recherche internationale n'e*t pa* expire. • 

4. Figure a publier avec i'abrege: * 

Figure No 4 — Pj Aucune des figures 

n suggeree par le deposant 

fyl parce que le deposant n'a pas suggere dc figure 

I j parce que cette figure caracterise mieux I'invention 



Formulaire PCT/ISA'210 (pramiar* feuille) (Janvier 1989) 



Voir note* aur lea feuillea d'accompagnement 



-1 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Demande Internationale N' PCT/FR 90/00532 



1. CLASSEMENT OE L'INVENTION (si plusieurs symboles de classification sont applicables, les indiquer tous) 7 


Selon la classification internationale des brevets (CIB) ou a la fois selon la classification nationale et la CIB 

5. C 12 N 15/53, C 12 N 9/06, A 61 K 37/50, C 12 
* C 12 N 1/21, C 12 N 5/16, //(C 12 N 1/19, C 12 


N 1/19, 

R 1:865) i 


II. DOMAtNES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 


Documentation minimale consultee * 


Systeme de classification J 


Symboles de classification 




CIB 5 


C 12 N, A 61 K 


Documentation consultee autre que la documentation minimale dans la mesure 
oil de tela documents font partie des domaines sur lesqueis la recherche a porte * 




III. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS "> 


Categorie * 


Identification des documents cites, 11 avec indication, si necessaire, 
des passages pertinents 11 


N' des revendications 
viaees » 


Y 


WO, 


A, 8808450 (B. FINLAYSON J 
3 novembre 1988 

voir abrege; page 3, ligne 25 - page 
5, ligne 3; page 13, ligne 5 - page 
17, ligne 10; page 22, lignes 1-21; 
revendications 13,26,34,43, 68-70 , 85 , 
87,89 


8-18,20,25, 
26 


A 








7 


X 


GB, 


A, 1198764 (SOCIETE D ' ETUDES ET 

D' APPLICATIONS BIOCHIMIQUES ) 

15 juillet 1970 

voir le document en entier, 

en particulier colonne 3, lignes 

3 9-41; exemples 


1-7 


Y 








8-18,20,25, 
26 


* Categories speciales de documents cites: " 

« A » document definissant I'etat general de la technique, non 
considere comme particulierement pertinent 

« E » document antgrieur, mais publie a la date de depot interna- 
tional ou apres cette date 

« L » document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison specials (telle qu'indiquee) 

a O » document se ref6rant a une divulgation orale, a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

«P» document publie avant la date de dep&t international, mais 
posterieurement a la date de priorite revendiquee 


«T » document ulterieur publie posterieurement a la date de dep6t 
international ou a la date de priorite et n'appartenant pas 
a I'etat de la technique pertinent, mais cite pour comprendre 
le principe ou la theorie constituant la base de I'invention 

«X» document particulierement pertinent: I'invention revendi- 
quee ne peut etre consideree comme nouvelle ou comme 
impliquant une activite inventive 

«Y» document particulierement pertinent: I'invention reven- 
diquee ne peut etre consideree comme impliquant une 
activite inventive lorsque le document est associe a un ou 
plusieurs autres documents de meme nature, cette eombi- 
naison etant 6vidente pour une personne du metier. 

«A» document qui fait partie de la meme famille de brevets 


IV. CERTIFICATION 


Date a laquelle la recherche internationale a ete eflectivement 
achevee 

14 septembre 1990 


Date d'eipedition du present rapport de recherche Internationale 

5. 10. 90 


Administration charges de la recherche internationale 


Signature du fonctlonnaire autorise 


OFFICE EUROPEEN DES BREVETS 





Formulaire PCT/ISA/210 (deuxieme leuille) (Janvier 1S85) Voir note* sur les feuilles d'accompagnement 



-2- 



Oemande Internationale N" 



PCT/FR 90/00532 



III. DOCUMENTS CONSIDERS COMME PERTINENTS 



(SUITE DES RENSEICNEMENTS INDIQUES SUR 
OEUXIEME FEUILLE) 



Cat6goria * I 



Mantmcation das documanta atN. avsc Indication, ti nacaaaaira. 
das paaaagaa paninanta 



N° daa ravandieationa 
viaaa* 



Biochemical and Biophysical Research 
Communications, volume 158, no. 3, 
1989, Academic Press, Inc., (New York, 
US ) , 

K. Alvares et al.: "The nucleotide 
sequence of a full length cDNA clone 
encoding rat liver urate oxidase", 
pages 991-995 
voir figure 993 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA, volume 85, 
decembre 1988, 

P. Gopal Reddy et al.: "Isolation and 
sequence determination of a cDNA clone 
for rat peroxisomal urate oxidase: 
liver-specific expression in the rat", 
pages 9081-9085 
voir page 9083, figure 

DE, A, 3 927061 (SAPPORO BREWERIES, LTD) 
8 mars 1990 

voir abrege; exemple 2; revendications 

EP, A, 0173378 (UNILEVER NVJ 
5 mars 1986 

voir le document en entier, 

en particulier page 38, ligne 36 et 

revendications 1-4,7,11,13,16,23 



1,8-10,19 



1,8-10,19 



1,8-10,16, 
17,19 



1,8-12,16, 
20,21 



Formulaira PCT/ISA/210 (fauilla addltionnalla) (Janvtar 1985) 



Voir notaa aur laa fauillea d'accompagnamant 



ANNEX TO THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

ON INTERNATIONAL PATENT APPLICATION NO. FR 9000532 



SA 39005 

This annex lists the patent family members relating to the patent documents cited in the above-mentioned international search report. 
The members are as contained in the European Patent Office EDP file on 05/10/90 

The European Patent Office is in no way liable for these particulars which are merely given for the purpose of information. 



Patent document 


Publication 


Patent family 


Publication 


cited in search report 


date 


member(s) 


date 



W0-A- 8808450 


03-11-88 


None 






GB-A- 1198764 


15-07-70 


BE-A- 


712846 


31-07-68 






DE-A- 


1642656 


19-05-71 






FR-M- 


6301 


09-09-68 






FR-A- 


1529675 








NL-A- 


6804365 


30-09-68 






US-A- 


3810820 


14-05-74 






US-A- 


3620923 


16-11-71 


DE-A- 3927061 


08-03-90 


JP-A- 


2053488 


22-02-90 






GB-A- 


2221910 


21-02-90 


EP-A- 0173378 


05-03-86 


JP-A- 


61092569 


10-05-86 




u For more details about this annex : see Official Journal of the European Patent Office, No. 12/82 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 
^IbLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

^CINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



